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  Arthritis)	  
CTLA-­‐4:	  Antigeno	  -­‐4	  asociado	  al	  linfocito	  T	  citotoxico	  (Cytotoxic	  T	  Lymphocyte	  Antigen-­‐4)	  
CTLD:	  Dominio	  de	  lectina	  tipo	  C	  (C-­‐	  type	  lectin	  domain)	  
DC:	  Células	  dendríticas.	  (Dendritic	  cells)	  
DIGE:	  Difference	  gel	  electrophoresis	  
DR/DRep:	  Animales	  dobles	  reportero	  
EAE:	  Encefalomielitis	  autoimmune	  experimental	  (Experimental	  Autoimmune	  Encephalomyelistis)	  
EAM:	  Miocarditis	  experimental	  autoinmune	  (Experimental	  Autoimmune	  Myocarditis)	  
ELISA:	  Enzyme	  Linked	  Immuno	  Sorvent	  Assay	  
FACS:	  Fluorescence	  Activated	  Cells	  Sorting	  	  
FMT:	  Tomografía	  Molecular	  de	  Fluorescencia	  (Fluorescence	  Molecular	  Tomography)	  
FoxP3:	  Forkhead	  Box	  Protein	  3	  
FTOC:	  Cultivo	  organotípico	  de	  timos	  fetales	  (Fetal	  Thymus	  Organ	  Culture)	  
GFP:	  Proteína	  verde	  fluorescente	  (Green	  Fluorecent	  Protein)	  
GITR:	  Receptor	  de	  TNFα	  inducido	  por	  glucocorticoides	  (Glucocorticoid-­‐Induced	  TNF	  receptor)	  
HIF1α:	  Factor	  1-­‐alfa	  inducible	  por	  hipoxia	  (Hypoxia	  Induced	  Factor	  I)	  
HUVEC:	  Células	  endoteliales	  humanas	  de	  cordon	  umbilical	  (Human	  Umbilical	  Endothelial	  Cells)	  
I:	  Ionomicina	  
ICAT:	  Isotope-­‐coded	  affinity	  tag	  
Abreviaturas	  y	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ICPL:	  Isotope	  Coded	  Protein	  Label	  	  
IFNγ:	  Interferon	  gamma	  
IL:	  Interleuquina	  
IS:	  Isquemia	  
iTRAQ:	  Isobaric	  tags	  for	  Relative	  and	  Absolute	  Quantification	  
iTreg:	  Células	  T	  reguladoras	  inducibles	  
KO:	  knock-­‐out	  
mAB:	  anticuerpo	  monoclonal	  
Me-­‐LN:	  Ganglios	  linfáticos	  del	  mediastino	  (Mediastinun	  Lymph	  Nodes)	  
MFI:	  Media	  de	  la	  intensidad	  de	  la	  fluorescencia	  
MLEC:	  Células	  endoteliales	  de	  pulmon	  (Mouse	  Lung	  Endothelial	  Cells)	  
MHC:	  Complejo	  mayor	  de	  histocompatibilidad	  (Major	  Histocompatibility	  Complex)	  
miRNA:	  microRNA	  
mRNA:	  RNA	  mensajero	  
MS:	  Espectrometría	  de	  masas.	  (Mass	  spectrometry)	  
MS-­‐LN:	  Ganglios	  linfáticos	  mesentéricos	  (Mesenteric	  Lymph	  Nodes)	  
NFКB:	  Factor	  nuclear	  kappa	  beta	  
NKs:	  Células	  natural	  killer	  
NX:	  Nefrectomía	  
OVA	  :	  Albúmina	  de	  huevo	  (Ovoalbumin)	  
PBLs:	  Linfocitos	  de	  sangre	  periférica	  (Periferal	  Blood	  Lymphocytes)	  
PBMCs:	  Células	  mononucleares	  de	  sangre	  periférica	  (Peripheral	  Blood	  Mononuclear	  Cells)	  
P-­‐LN:	  Ganglios	  linfáticos	  periféricos	  (Peripheral	  Lymph	  Nodes)	  
PAD:	  Enfermedad	  arterial	  periférica	  (Peripheral	  Arterial	  Disease)	  
PDF:	  Fluido	  de	  diálisis	  peritoneal	  (Peritoneal	  Dialysis	  Fluid)	  
PHA:	  Fitohemaglutinina	  	  
PI3K:	  Fosfatidil	  inositol	  3	  quinasa	  (Phosphatidil	  Inositol	  3P)	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PMA:	  Forbol	  12	  Miristato	  13	  Acetato	  
P+I:	  PMA+IONOMICINA	  	  
PO-­‐LN:	  Ganglios	  linfáticos	  poplíteos	  (Popliteal	  Lymph	  Nodes)	  
pTreg:	  células	  t	  reguladoras	  periféricas	  (Peripheral	  Treg)	  
qPCR:	  Reacción	  en	  cadena	  de	  la	  polimerasa	  (Polimerase	  chain	  reaction)	  cuantitativa	  
RFP:	  Proteína	  roja	  fluorescente	  (Red	  Fluorecent	  Protein)	  
ROCK1:	  Rho-­‐associated,	  coiled-­‐coil-­‐containing	  protein	  kinase	  1	  
RHOA:	  Ras	  homolog	  gene	  family,	  member	  A	  
Rho	  GDI	  1:	  Rho	  GDP	  dissociation	  factor	  1	  
RORγt:	  Factor	  de	  transcripción	  nuclear	  huérfano	  relacionado	  con	  el	  ácido	  retinoico	  gamma	  t	  (Retinoic	  Acid-­‐Related	  
Orphand	  Receptor	  gamma1)	  
RU:	  Unidades	  relativas	  (Relative	  units)	  
SD:	  Desviación	  estántar	  (Standar	  Deviation)	  
SILAC:	  Marcaje	  metabólico	  con	  isótopos	  estables	  (Stable	  isotope	  labeling	  with	  amino	  acids	  in	  cell	  culture)	  
S1P1:	  Receptor	  de	  la	  esfingosina	  1	  fosfato	  1	  (Sphingosine	  1-­‐	  phosphate	  receptor	  1)	  
S1P3:	  Receptor	  de	  la	  esfingosina	  1	  fosfato	  3	  (Sphingosine	  1-­‐	  phosphate	  receptor	  3)	  
Sorting:	  Análisis	  preparativo	  para	  separación	  de	  células	  mediante	  citometría	  de	  flujo	  
SOSC1:	  Supresor	  de	  señalización	  de	  citoquinas	  1	  (Suppressor	  Of	  Cytokine	  Signaling	  1)	  
STAT´s:	   Transductores	   de	   señal	   y	   activadores	   de	   la	   transcripción.	   (Signal	   Transducers	   and	   Activators	   of	  
Transcription)	  
TCR:	  Receptor	  de	  los	  linfocitos	  T	  (T	  Cell	  Receptor)	  
Tconv:	  Linfocitos	  T	  convencionales	  
TGFβ:	  Factor	  de	  crecimiento	  transformante	  beta.	  
Th:	  Linfocitos	  T	  colaboradores	  (T	  helper)	  
TLR:	  Toll	  Like	  Receptor	  
TNF:	  Factor	  de	  necrosis	  tumoral	  (Tumor	  Necrosis	  Factor)	  
Tr1:	  Células	  T	  reguladoras	  tipo1	  (regulatory	  T	  cells	  type	  1)	  
Treg:	  Células	  T	  reguladoras	  (Regulatory	  T	  cell)	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tTreg:	  Células	  T	  reguladoras	  del	  timo	  (Thymus	  regulatory	  T	  cells)	  
UTR:	  Región	  no	  traducida	  (UnTraslated	  Region)	  
VEGF:	  Factor	  de	  crecimento	  vascular	  endotelial.	  (Vascular	  endothelial	  growth	  factor)	  
VSCM:	  Células	  vasculares	  de	  músculo	  liso	  (Smooth	  Vascular	  Muscle	  Cells)	  
WB:	  Western	  Blot	  
WT:	  Fenotipo	  salvaje	  (Wild	  Type)	  
Objetivos	  




Los	  objetivos	  de	  esta	  tesis	  doctoral	  han	  sido	  los	  siguientes:	  
	  
1.	  Estudiar	  el	  papel	  de	  CD69	  en	  los	  procesos	  fibroproliferativos,	  mediados	  por	  la	  respuesta	  immune	  de	  células	  Th17	  
y	  T	  reguladoras.	  
2.	  Estudiar	  el	  papel	  de	  CD69	  en	  el	  desarrollo	  de	   las	  células	  T	  reguladoras	  generadas	  en	  el	   timo	  y	  en	   la	   función	  y	  
homeostasis	  de	  estas	  células	  en	  tejidos	  en	  estados	  patológicos	  y	  fisiológicos.	  
3.	   Testar	   el	   papel	   del	   receptor	   CD69	   en	   la	   regulación	   de	   la	   respuesta	   inmune	   implicada	   en	   procesos	   de	  
angiogénesis	  post-­‐isquemia.	  
4.	   Estudiar,	  mediante	   técnicas	   bioanalíticas,	   las	   rutas	   de	   señalización	  de	   las	   células	   endoteliales	   en	   procesos	   de	  
angiogénesis,	  así	  como	  el	  papel	  de	  CD69	  en	  estos	  procesos.	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El	   antígeno	   CD69	   es	   una	   proteína	   transmembrana	   expresada	   en	   leucocitos	   tras	   su	   activación	   y	   que	   persiste	   en	  
infiltrados	   leucocitarios	  de	   tejidos	   inflamados	  en	  diversas	  enfermedades	   crónicas	   y	  autoinmunes.	   Se	  ha	  descrito	  
que	   los	   ratones	   deficientes	   en	   CD69	  muestran	   una	   respuesta	   inflamatoria	   exacerbada	   en	  modelos	   animales	   de	  
estas	  enfermedades,	  lo	  que	  confiere	  a	  esta	  molécula	  un	  importante	  papel	  como	  regulador	  de	  la	  respuesta	  inmune.	  
En	   este	   trabajo	   hemos	   analizado	   el	   papel	   inmunomodulador	   de	   CD69	   en	   la	   generación	   de	   fibrosis	   tras	   diálisis	  
peritoneal,	   encontrando	   que	   este	   receptor	   regula	   el	   balance	   entre	   las	   células	   Th17	   y	   T	   reguladoras	   (Treg)	   en	  
enfermedades	  que	  cursan	  con	  procesos	  fibro-­‐proliferativos.	  La	  inhibición	  de	  las	  repuestas	  Th17	  por	  CD69	  en	  estos	  
procesos	   limita	   la	   síntesis	   de	   citoquinas	   pro-­‐inflamatorias	   como	   el	   TGFb	   o	   la	   IL-­‐6,	   íntimamente	   ligadas	   a	   la	  
proliferación	   de	   fibroblastos,	   por	   lo	   que	   los	   animales	   deficientes	   en	   CD69	   presentan	   una	   fibrosis	   severa	   de	   la	  
membrana	   peritoneal,	   incluso	   en	   condiciones	   urémicas.	   Los	   experimentos	   con	   animales	   reconstituidos	   con	  
precursores	   hematopoiéticos	   demostraron	   que	   la	   expresión	   de	   CD69	   en	   células	   linfoides	   es	   la	   responsable	   del	  
control	  de	  los	  procesos	  fibro-­‐proliferativos.	  
Las	  células	  Treg	  son	  esenciales	  para	  el	  mantenimiento	  de	  la	  homeostasis	  inmune	  y	  del	  control	  de	  las	  células	  Th17	  y	  
su	  activación	  exacerbada	  en	  reacciones	  autoinmunes.	  En	  esta	  tesis	  se	  ha	  abordado	  el	  estudio	  del	  papel	  de	  CD69	  en	  
la	  función	  y	  la	  diferenciación	  de	  las	  Treg,	  así	  como	  el	  análisis	  de	  los	  mecanismos	  moleculares	  implicados	  en	  estos	  
procesos.	  Hemos	   caracterizado	  una	  población	  de	   células	  Treg	  Foxp3+	  CD69+	  que	  expresa	  el	   receptor	  de	  manera	  
constitutiva	   y	   que	   es	   esencial	   para	   el	   desarrollo	   de	   las	   repuestas	   reguladoras	   y	   la	   supresión	   de	   las	   células	   T	  
convencionales	  in	  vitro	  e	  in	  vivo.	  La	  expresión	  de	  CD69	  en	  estas	  células	  está	  acompañada	  por	  un	  incremento	  en	  la	  
expresión	  de	  otros	   recetores	   inmuno-­‐reguladores	   como	  el	  CTLA-­‐4,	  GITR	  o	   ICOS,	  un	  aumento	  de	   la	   secreción	  de	  
TGFb	   y	  una	  potente	  actividad	  supresora.	  Estos	  mecanismos,	   regulados	  por	  CD69	  a	   través	  de	   la	  activación	  de	   las	  
vías	  de	  ERK	  y	  STAT5,	  están	  inhibidos	  tras	  el	  bloqueo	  del	  receptor	  con	  anticuerpos	  anti-­‐CD69,	  demostrando	  el	  papel	  
clave	   de	   esta	  molécula	   en	   estos	   procesos.	   La	   terapia	   con	   células	   Treg	   Foxp3+	   CD69+	   en	   animales	   deficientes	   en	  
CD69	  con	  tolerancia	  inmunológica	  desregulada,	  revierte	  el	  fenotipo	  de	  estos	  animales	  eficientemente	  previniendo	  
la	  inflamación	  en	  un	  modelo	  de	  asma.	  
Aunque	  la	  implicación	  del	  microRNA-­‐155	  (miR-­‐155)	  y	  su	  promotor	  BIC	  en	  el	  desarrollo	  de	  las	  células	  T	  reguladoras	  
en	  el	  timo	  está	  muy	  estudiada,	  la	  vía	  de	  activación	  del	  miR-­‐155	  que	  conduce	  a	  la	  diferenciación	  de	  las	  células	  tTreg	  
no	   se	   había	   definido.	   En	   este	   trabajo	   mostramos	   que	   la	   regulación	   de	   la	   expresión	   de	   CD69,	   mediante	  
silenciamiento	   por	   shRNA	   o	   transfección	   de	   miR-­‐155,	   es	   crítica	   para	   la	   diferenciación	   de	   células	   tTreg	   y	   la	  
homeostasis	   de	   pTreg	   mediante	   la	   regulación	   de	   BIC/miR-­‐155	   y	   su	   diana,	   el	   supresor	   de	   la	   señalización	   de	  
citoquinas	  1	  (SOCS1).	  La	  ausencia	  de	  CD69	  inhibe	  la	  fosforilación	  y	  activación	  de	  Stat5	  conduciendo	  a	  una	  menor	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transcripción	   de	   BIC/miR155	   y	   a	   un	   incremento	   de	   la	   expresión	   de	   SOCS1,	   inhibiendo	   de	   este	   modo	   la	  
diferenciación	  de	  tTregs	  en	  embriones,	  animales	  adultos	  y	  quimeras	  hematopoiéticas	  CD69-­‐/-­‐.	  En	  consecuencia,	  los	  
ratones	  miR155–/–	  tienen	  deficiencia	  en	  células	  Treg	  CD69+,	  mientras	  que	  la	  sobre-­‐expresión	  de	  miR-­‐155	  induce	  la	  
expresión	  del	  receptor	  CD69,	  lo	  que	  sugiere	  que	  ambas	  moléculas	  se	  activan	  concomitantemente	  en	  un	  bucle	  de	  
retroalimentación	  positivo.	  Nuestros	  datos	  demuestran	  que	  el	  receptor	  CD69	  actúa	  como	  una	  molécula	  clave	  y	  no	  
redundante	   en	   el	   proceso	  de	  diferenciación	  de	   células	   T	   reguladoras	   en	   el	   timo,	   contribuyendo	  de	  una	  manera	  
muy	  importante	  a	  preservar	  los	  mecanismos	  de	  homeostasis	  inmune.	  
Las	   enfermedades	   cardiovasculares	   causadas	   por	   isquemia	   tienen	   un	   importante	   componente	   inflamatorio.	  
Aunque	   la	  mayoría	  de	  estudios	  se	  han	  realizado	  en	  el	  compartimento	  mieloide,	   también	  se	  ha	  relacionado	  a	   los	  
linfocitos	   Th17	   y	   Treg	   de	   la	   inmunidad	   adaptativa	   como	   moduladores	   antagónicos	   de	   los	   procesos	   de	   neo-­‐
vascularización	   post-­‐isquemia.	   En	   este	   trabajo	   demostramos	   la	   implicación	   del	   receptor	   CD69	   en	   procesos	   de	  
angiogénesis,	  desde	  dos	  puntos	  de	  vista;	  el	  papel	  de	  CD69	  como	  mediador	   inmune	  a	  través	  de	   la	  regulación	  del	  
balance	   entre	   células	   Th17	   y	   Treg	   y	   su	   papel	   como	   regulador	   de	   distintos	   procesos	   angiogénicos	   en	   las	   células	  
endoteliales.	  Hemos	   encontrado	  que	   las	   células	   Th17	   se	   inducen	   tras	   la	   isquemia	   activando	   la	   transcripción	  del	  
miR-­‐721	  por	  estas	  células	  y	  su	  secreción	  a	  la	  sangre.	  Estos	  procesos	  están	  exacerbados	  en	  los	  animales	  deficientes	  
en	  CD69,	  cuya	  expresión	  de	  este	  miRNA	  regula	  negativamente	  la	  expresión	  de	  sus	  genes	  diana	  Meox2	  y	  CUX1	  en	  el	  
tejido	   isquémico.	   Estos	   genes,	   de	   la	   familia	   de	   factores	   de	   transcripción	   homeobox,	   tienen	   propiedades	   anti-­‐
angiogénicas	  que	  regulan	  los	  procesos	  de	  revascularización	  tras	  la	  isquemia.	  En	  consecuencia,	  los	  animales	  CD69-­‐/-­‐,	  
así	   como	   las	   quimeras	   hematopoiéticas	   que	   no	   expresan	   el	   receptor	   en	   el	   compartimento	   linfoide,	   realizan	   la	  
revascularización	  de	  los	  tejidos	  isquémicos	  de	  un	  modo	  más	  eficiente	  que	  los	  animales	  CD69+/+.	  	  
Debido	   a	   la	   complejidad	   de	   procesos	   biológicos	   que	   forman	   parte	   de	   la	   angiogénesis,	   realizamos	   un	   análisis	  
proteómico,	   mediante	   la	   técnica	   de	   SILAC,	   comparando	   las	   células	   endoteliales	   de	   pulmón	   procedentes	   de	  
animales	   CD69+/+	   y	   CD69-­‐/-­‐	   activadas	   ex	   vivo.	   El	   análisis	   bioanalítico	   mediante	   esta	   técnica	   nos	   ha	   permitido	  
identificar	  una	  serie	  de	  proteínas	  involucradas	  en	  estos	  procesos	  como	  la	  Rho	  GDP	  dissociation	  inhibitor	  1	  (Rho	  GDI	  
1)	  o	  la	  PDZ	  and	  LIM	  domain	  protein	  1.	  La	  activación	  de	  la	  Rho	  GDI	  1	  induce	  la	  inactivación	  de	  RhoA/ROCK1	  lo	  que	  
favorece	  la	  activación	  de	  la	  vía	  AKT/mTOR	  y	  la	  inducción	  de	  HIF-­‐1a	  y	  por	  lo	  tanto	  de	  la	  angiogénesis,	  reforzando	  la	  
hipótesis	  del	  papel	  anti-­‐angiogénico	  del	  receptor	  CD69	  en	  las	  células	  endoteliales.	  Por	  otro	  lado,	  las	  proteínas	  con	  
dominios	  LIM	  están	  implicadas	  en	  la	  movilización	  del	  citoesqueleto	  celular	  que	  tiene	  un	  papel	  fundamental	  en	  el	  
reclutamiento	   de	   proteínas	   como	   los	   receptores	   de	   efrinas,	   que	   estabilizan	   los	   receptores	   de	   VEGF	   en	   la	  
membrana	  de	  la	  célula	  endotelial	  promoviendo	  la	  activación	  y	  proliferación	  de	  las	  mismas.	  Este	  estudio	  reveló	  un	  
inesperado	  e	  importante	  papel	  de	  CD69	  en	  las	  células	  endoteliales	  así	  como	  en	  los	  procesos	  de	  neo-­‐vascularización	  
post-­‐isquemia	  postulando	  esta	  molécula	  como	  una	  diana	  terapeútica	  en	  esta	  patología.	  
En	   resumen,	   en	   esta	   tesis	   se	   han	   estudiado	   varias	   funciones	   del	   receptor	   inmune	   CD69	   en	   procesos	   fibro-­‐
proliferativos,	   de	   generación	   de	   tolerancia	   inmunológica,	   de	   diferenciación	   de	   las	   células	   T	   reguladoras	   y	   de	   la	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revascularización	   post-­‐isquemia.	   El	   estudio	   de	   todos	   estos	   procesos,	   de	   enorme	   importancia	   en	   numerosas	  
patologías	   inflamatorias	   crónicas,	   autoinmunes	   y	   cardiovasculares,	   que	  parecen	  estar	   regulados	  por	   la	  molécula	  
CD69	  han	  revelado	  numerosas	  proteínas	  y	  miRNAs	  esenciales	  en	  estas	  enfermedades.	  El	  análisis	  bioanalítico	  por	  
SILAC	  de	   las	   células	   endoteliales	   reveló	   numerosos	   procesos	   y	   proteínas	   regulados	   por	   CD69,	   este	   estudio	   abre	  
nuevas	  vías	  de	   investigación	  que	  postulan	  esta	  molécula	  como	  moduladora	  de	  distintas	  proteínas	  y	  procesos	  en	  
enfermedades	  autoinmunes	  y	  cardiovasculares.	  
Summary	  




The	   CD69	   antigen	   is	   a	   transmembrane	   protein	   expressed	   in	   leukocytes	   upon	   activation	   and	   that	   persists	   in	  
leukocyte	   infiltrates	   of	   inflamed	   tissues	   in	   various	   chronic	   and	   autoimmune	   diseases.	   CD69	   deficient	  mice	   have	  
been	  reported	  to	  exhibit	  an	  exacerbated	  inflammatory	  response	  in	  animal	  models	  of	  these	  diseases,	  which	  gives	  
this	  molecule	  an	  important	  role	  as	  a	  regulator	  of	  the	  immune	  response.	  In	  this	  study	  we	  have	  analyzed	  the	  role	  of	  
CD69	   in	   the	   generation	   of	   fibrosis	   after	   peritoneal	   dialysis,	   and	   found	   that	   this	   receptor	   regulates	   the	   balance	  
between	  Th17	  and	  T	   regulatory	  cells	   (Treg)	   in	  diseases	   that	  occur	  with	   fibroproliferative	  processes.	   Inhibition	  of	  
Th17	  responses	  by	  CD69	  in	  these	  processes	  limits	  the	  secretion	  of	  pro-­‐inflammatory	  cytokines	  such	  as	  TGFβ	  or	  IL-­‐6,	  
intimately	   linked	   to	   fibroblast	   proliferation,	   whereby	   CD69	   deficient	   animals	   exhibit	   severe	   fibrosis	   of	   the	  
Peritoneal	  membrane,	  even	  under	  uremic	  conditions.	  Experiments	  with	  animals	  reconstituted	  with	  hematopoietic	  
precursors	   demonstrated	   that	   the	   expression	   of	   CD69	   in	   lymphoid	   cells	   is	   responsible	   for	   the	   control	   of	  
fibroproliferative	  processes.	  
	  
Treg	   cells	   are	   essential	   for	   the	   maintenance	   of	   immune	   homeostasis	   and	   control	   of	   Th17	   cells	   and	   their	  
exacerbated	  activation	   in	  autoimmune	  reactions.	  This	  Thesis	  has	  addressed	   the	  study	  of	   the	   role	  of	  CD69	   in	   the	  
function	   and	   differentiation	   of	   Tregs,	   as	   well	   as	   the	   analysis	   of	   the	   molecular	   mechanisms	   involved	   in	   these	  
processes.	   We	   have	   characterized	   a	   population	   of	   Foxp3+	   CD69+	   Treg	   cells	   that	   expresses	   the	   receptor	   in	   a	  
constitutive	  way	  and	  is	  essential	  for	  the	  development	  of	  regulatory	  responses	  and	  the	  suppression	  of	  conventional	  
T	  cells	  in	  vitro	  and	  in	  vivo.	  The	  expression	  of	  CD69	  in	  these	  cells	  is	  accompanied	  by	  an	  increase	  in	  the	  expression	  of	  
other	   immunoregulatory	   receptors	   such	   as	   CTLA-­‐4,	   GITR	   or	   ICOS,	   an	   increase	   in	   TGFβ	   secretion	   and	   potent	  
suppressor	  activity.	  These	  mechanisms,	  regulated	  by	  CD69	  through	  the	  activation	  of	  ERK	  and	  STAT5	  pathways,	  are	  
inhibited	   after	   receptor	   blockade	   with	   anti-­‐CD69	   antibodies,	   demonstrating	   the	   key	   role	   of	   these	  molecules	   in	  
these	   processes.	   Adoptive	   therapy	   with	   Foxp3+	   CD69+	   Treg	   cells	   in	   CD69	   deficient	   animals,	   with	   deregulated	  
immunological	   tolerance,	   reverses	   the	   phenotype	   of	   these	   animals	   efficiently	   by	   preventing	   inflammation	   in	   an	  
asthma	  model.	  
	  
Although	   the	   involvement	  of	  microRNA-­‐155	   (miR-­‐155)	   and	   its	  promoter	  BIC	   in	   the	  development	  of	   regulatory	  T	  
cells	   in	  the	  thymus	   is	  well	  studied,	  the	  miR-­‐155	  activation	  pathway	   leading	  to	  differentiation	  of	  tTreg	  cells	   is	  not	  
well	   defined.	   In	   this	   work,	   we	   show	   that	   the	   regulation	   of	   CD69	   expression	   by	   silencing	   by	   shRNA	   or	  miR-­‐155	  
transfection	  is	  critical	  for	  the	  differentiation	  of	  tTreg	  cells	  and	  pTreg	  homeostasis	  by	  the	  regulation	  of	  BIC	  /	  miR-­‐
155	   and	   its	   target,	   the	   suppressor	   of	   cytokine	   signaling	   1	   (SOCS1).	   The	   absence	   of	   CD69	   inhibits	   Stat5	  
phosphorylation	   and	   activation	   leading	   to	   lower	   BIC	   /	   miR155	   transcription	   and	   increased	   SOCS1	   expression,	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thereby	  inhibiting	  the	  differentiation	  of	  tTregs	  in	  embryos,	  adult	  animals	  and	  CD69-­‐/	  -­‐	  hematopoietic	  chimeras.	  As	  a	  
consequence,	  miR155-­‐/-­‐	  mice	  are	  deficient	   in	  CD69+	  Treg	  cells,	  whereas	  overexpression	  of	  miR-­‐155	   induces	  CD69	  
receptor	  expression,	  suggesting	  that	  both	  molecules	  are	  activated	  concomitantly	  in	  a	  positive	  feedback	  loop.	  Our	  
data	   demonstrate	   that	   the	   CD69	   receptor	   acts	   as	   a	   key	   and	   non-­‐redundant	   molecule	   in	   the	   process	   of	  
differentiation	   of	   regulatory	   T	   cells	   in	   the	   thymus,	   contributing	   in	   a	   very	   important	   way	   to	   preserving	   the	  
mechanisms	  of	  immune	  homeostasis.	  
	  
Cardiovascular	  diseases	  caused	  by	   ischemia	  have	  an	   important	   inflammatory	  component.	  Although	  most	  studies	  
have	  been	  performed	   in	   the	  myeloid	  compartment,	  Th17	  and	  Treg	   lymphocytes	  of	  adaptive	   immunity	  have	  also	  
been	   implicated	   as	   antagonistic	   modulators	   of	   post-­‐ischemic	   neo-­‐vascularization	   processes.	   In	   this	   study,	   we	  
demonstrate	  the	  implication	  of	  the	  CD69	  receptor	  in	  angiogenesis	  processes,	  from	  two	  points	  of	  view;	  the	  role	  of	  
CD69	  as	  an	  immune	  mediator	  by	  regulating	  the	  balance	  between	  Th17	  and	  Treg	  cells	  and	  its	  role	  as	  a	  regulator	  of	  
different	  angiogenic	  processes	  of	  endothelial	  cells.	  We	  have	  found	  that	  Th17	  cells	  are	   induced	  after	   ischemia	  by	  
activating	   the	   transcription	   of	   miR-­‐721	   by	   these	   cells	   and	   their	   secretion	   into	   the	   blood.	   These	   processes	   are	  
exacerbated	   in	  animals	  deficient	   in	  CD69	  whose	  expression	  of	   this	  miRNA	  negatively	  regulates	  the	  expression	  of	  
their	  target	  genes	  Meox2	  and	  CUX1	  in	  the	  ischemic	  tissue.	  These	  genes,	  from	  the	  family	  of	  homeobox	  transcription	  
factors,	   have	   anti-­‐angiogenic	   properties	   that	   regulate	   the	   revascularization	   processes	   after	   ischemia.	  
Consequently,	   CD69	   -­‐	   /	   -­‐	   animals,	   as	   well	   as	   hematopoietic	   chimeras	   that	   do	   not	   express	   the	   receptor	   in	   the	  
lymphoid	  compartment,	  revascularize	  ischemic	  tissues	  more	  efficiently	  than	  CD69	  +	  /	  +	  animals.	  
	  
Due	  to	  the	  complexity	  of	  biological	  processes	  that	  are	  part	  of	  angiogenesis,	  we	  performed	  a	  proteomic	  analysis,	  
using	   the	  SILAC	   technique,	   comparing	   the	   lung	  endothelial	   activated	   cells	   from	  CD69	   +	  /	  +	   and	  CD69-­‐/-­‐	   animals	  ex	  
vivo.	  The	  bioanalytical	  analysis	  by	  means	  of	  this	  technique	  has	  allowed	  us	  to	  identify	  a	  group	  of	  proteins	  involved	  
in	   these	   processes	   as	   the	   Rho	   GDP	   dissociation	   inhibitor	   1	   (Rho	   GDI	   1)	   or	   the	   PDZ	   and	   LIM	   domain	   protein	   1.	  
Activation	  of	  Rho	  GDI	  1	  induces	  the	  inactivation	  of	  RhoA	  /	  ROCK1,	  which	  favors	  the	  activation	  of	  the	  AKT	  /	  mTOR	  
pathway	  and	  the	   induction	  of	  HIF-­‐1α	  and	  thus	  of	  angiogenesis,	   reinforcing	  the	  hypothesis	  of	   the	  anti-­‐angiogenic	  
role	  of	  the	  CD69	  receptor	   in	  endothelial	  cells.	  On	  the	  other	  hand,	  proteins	  with	  LIM	  domains	  are	   involved	  in	  the	  
mobilization	   of	   the	   cellular	   cytoskeleton	   that	   plays	   a	   fundamental	   role	   in	   the	   recruitment	   of	   proteins	   such	   as	  
ephrin	   receptors,	  which	   stabilize	  VEGF	   receptors	   in	   the	   endothelial	   cell	  membrane	  promoting	   its	   activation	   and	  
proliferation.	  This	  study	  revealed	  an	  unexpected	  and	   important	  role	  of	  CD69	   in	  endothelial	  cells	  as	  well	  as	  post-­‐
ischemia	  neo-­‐vascularization	  processes,	  postulating	  this	  molecule	  as	  a	  therapeutic	  target	  in	  this	  pathology.	  	  
	  
In	  summary,	  this	  Thesis	  has	  studied	  several	  functions	  of	  the	  CD69	  immune	  receptor	  in	  fibroproliferative	  processes,	  
generation	   of	   immune	   tolerance,	   differentiation	   of	   regulatory	   T	   cells	   and	   post-­‐ischemia	   revascularization.	   The	  
study	   of	   all	   these	   processes,	   of	   enormous	   importance	   in	   many	   chronic	   inflammatory,	   autoimmune	   and	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cardiovascular	  pathologies,	  that	  appear	  to	  be	  regulated	  by	  the	  CD69	  molecule,	  have	  revealed	  numerous	  proteins	  
and	  essential	  miRNAs	  in	  these	  diseases.	  The	  bioanalytical	  analysis	  by	  SILAC	  of	  endothelial	  cells	  revealed	  numerous	  
processes	   and	   proteins	   regulated	   by	   CD69,	   this	   study	   opens	   new	   avenues	   of	   investigation	   that	   postulate	   this	  
molecule	  as	  modulator	  of	  different	  proteins	  and	  processes	  in	  autoimmune	  and	  cardiovascular	  diseases.	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I.	  INTRODUCCIÓN	  
	  
1.	  LAS	  RESPUESTAS	  INMUNITARIAS	  
El	   sistema	   inmune	   tiene	   como	   función	   fundamental	   la	   defensa	   frente	   a	   agentes	   extraños,	   ya	   sean	  
microorganismos,	  macromoléculas	  o	  compuestos	  químicos.	  Su	  mecanismo	  de	  acción	  consta	  de	  dos	  tipos	  
de	   respuesta,	   las	   reacciones	   inmediatas	   conocidas	   como	   respuesta	   inmune	   innata	   y	   las	   reacciones	  
tardías	   o	   respuesta	   inmune	   adaptativa.	   La	   respuesta	   inmune	   innata	   constituye	   la	   primera	   línea	   de	  
defensa	   frente	   a	   los	   microorganismos	   patógenos	   y	   se	   caracteriza	   por	   constituir	   mecanismos	   de	  
respuestas	  rápidos	  que	  eliminen	  los	  agentes	  infecciosos.	  La	  respuesta	  inmune	  adaptativa	  constituye	  un	  
método	  de	  defensa	  más	  específico	  que	  se	  activa	  tras	  la	  exposición	  a	  un	  agente	  infeccioso,	  aumentando	  
su	  intensidad	  y	  capacidad	  de	  respuesta	  en	  las	  siguientes	  exposiciones	  a	  dicho	  patógeno.	  Esta	  respuesta	  
está	  constituida	  por	  la	  inmunidad	  humoral	  y	  la	  inmunidad	  celular.	  
La	  inmunidad	  humoral	  se	  caracteriza	  por	  la	  producción	  de	  anticuerpos	  por	  los	  linfocitos	  B,	  cuya	  función	  
es	   reconocer	   específicamente	   antígenos,	   neutralizándolos	   para	   que	   sean	   eliminados	   por	   diversos	  
mecanismos	   efectores.	   En	   la	   inmunidad	   celular	   participan	   los	   linfocitos	   T	   que	   se	   dividen	  
fundamentalmente	  en	  dos	  grandes	  poblaciones	  con	  distintas	  características.	  Los	  linfocitos	  T	  CD8+	  tienen	  
función	  citotóxica	  o	  citolítica,	  eliminando	  las	  células	  que	  presentan	  antígenos	  extraños	  como	  las	  células	  
infectadas	  por	  virus	  u	  otro	  tipo	  de	  patógenos.	  Los	  linfocitos	  T	  CD4+	  o	  colaboradores	  (T	  helper,	  Th)	  actúan	  
de	  puente	  entre	   la	   inmunidad	   innata	   y	   la	   adaptativa	   favoreciendo	   la	  proliferación	   y	  diferenciación	  de	  
otros	  linfocitos	  y	  reclutando	  células	  de	  la	  respuesta	  inmune	  innata.	  
	  
2.	  LA	  RESPUESTA	  INMUNE	  ADAPTATIVA	  
La	   respuesta	   inmune	  adaptativa	  consta	  de	   tres	  etapas:	   la	  primera	  etapa	  o	   fase	  de	  reconocimiento	  del	  
antígeno,	   segunda	  etapa	  o	   fase	  de	  activación	  de	   los	   linfocitos	  y	   la	   tercera	   fase	  efectora.	  En	   la	   fase	  de	  
activación,	   los	   linfocitos	   T	   vírgenes	   requieren	   de	   las	   señales	   proporcionadas	   por	   las	   células	  
presentadoras	  de	  antígeno	  (Antigen-­‐Presenting	  Cell,	  APC).	  El	  antígeno	  es	  presentado	  por	  las	  APCs	  a	  las	  
células	   T	   en	   el	   contexto	   de	   las	   moléculas	   del	   complejo	   mayor	   de	   histocompatibilidad	   (Major	  
Histocompatibility	   Complex,	   MHC).	   Tras	   el	   reconocimiento	   de	   un	   antígeno	   a	   través	   del	   receptor	   de	  
células	   T	   (T	   cell	   receptor,	   TCR)	   específico	   y	   la	   activación	   de	   este	   clon	   de	   linfocitos	   T,	   se	   produce	   una	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respuesta	  que	  implica	  la	  síntesis	  de	  proteínas,	  entre	  las	  que	  se	  encuentran	  las	  citoquinas,	  que	  estimulan	  
la	  proliferación	  y	  función	  de	  los	  linfocitos	  de	  manera	  autocrina	  así	  como	  de	  otras	  células	  efectoras	  de	  la	  
respuesta	  inmune.	  
	  
2.1.	  RESPUESTAS	  TH1	  Y	  TH2	  
Las	  células	  T	  CD4+	  se	  han	  clasificado	  tradicionalmente	  en	  dos	  subpoblaciones	  Th1	  y	  Th2	  dependiendo	  de	  
su	  función	  efectora	  y	  del	  patrón	  de	  citoquinas	  secretadas	  (Mosmann	  and	  Coffman,	  1989;	  Swierkosz	  et	  
al.,	  1979)	  y	  (Tada	  et	  al.,	  1978).	  Las	  células	  Th1	  se	  caracterizan	  por	  la	  secreción	  de	  interferón	  gamma	  (IFN-­‐
γ)	  como	  mecanismo	  para	  regular	   la	   inmunidad	  celular.	  Su	  diferenciación	  tiene	   lugar	  tras	   la	  producción	  
de	   interleuquina	   (IL)-­‐12	   e	   IFN-­‐γ	   por	   parte	   de	   las	   APC	   y	   de	   las	   células	   Natural	   Killers	   (NK),	  
respectivamente	   (Napolitani	   et	   al.,	   2005;	   Szabo	   et	   al.,	   2003).	   El	   factor	   de	   trascripción	   Stat4	   (Signal	  
Transducers	   and	  Activators	   of	   Trascription	   4)	  media	   el	   proceso	   de	   expresión	   de	   estas	   citoquinas,	   que	  
desencadenan	   la	   inmunidad	   celular	  mediante	   la	  diferenciación	  de	   células	  Th1	   (Trinchieri	   et	   al.,	   2003).	  
Stat4	   es	   fosforilado	   por	   el	   receptor	   de	   la	   IL-­‐12	   induciendo	   su	   homodimerización	   y	   translocación	   al	  
núcleo,	  una	  vez	  allí	  activa	  el	  factor	  de	  trascripción	  T-­‐bet	  que	  es	  el	  regulador	  principal	  de	  la	  diferenciación	  
de	  las	  células	  T	  CD4+	  hacia	  el	  linaje	  Th1.	  
Las	   células	   Th2	   se	   caracterizan	   por	   la	   secreción	   de	   IL-­‐4,	   IL-­‐5	   e	   IL-­‐13,	   entre	   otras,	   mediando	   en	   la	  
respuesta	  inmune	  humoral	  y	   las	  respuestas	  alérgicas.	  La	  citoquina	  IL-­‐4	  media	  la	  diferenciación	  hacia	  el	  
linaje	  Th2	  ya	  que	   la	  activación	  del	   receptor	  de	  esta	   citoquina	   fosforila	  el	   factor	  de	   transcripción	  Stat6	  
(Glimcher	  and	  Murphy,	  2000).	  La	  internalización	  de	  homodimeros	  de	  Stat6	  al	  núcleo	  induce	  la	  expresión	  
de	  la	  proteína	  3	  de	  unión	  de	  GATA	  (GATA3),	  que	  junto	  con	  cMaf	  favorece	  la	  diferenciación	  de	  las	  células	  
Th2	  (Zheng	  and	  Flavell,	  1997)	  (Figura	  1).	  
	  
2.2.	  RESPUESTAS	  TH17	  
En	   la	   última	  década	   se	   ha	   caracterizado	  un	  nuevo	   sub-­‐tipo	  de	   células	   T	   CD4+	   helper,	   las	   células	   Th17	  
(Harrington	  et	  al.,	  2006;	  Weaver	  et	  al.,	  2006).	  Los	  linfocitos	  Th17	  se	  caracterizan	  por	  expresar	  un	  patrón	  
de	  citoquinas	  entre	  las	  que	  se	  encuentran	  la	  IL-­‐17A,	  IL-­‐17F,	  IL-­‐21	  e	  IL22.	  La	  diferenciación	  hacia	  el	  linaje	  
Th17	  está	  mediada	  por	   las	  citoquinas	  IL-­‐6,	  TGF-­‐β	  e	  IL-­‐1β,	  entre	  otras.	  El	  receptor	  de	  IL-­‐6	  en	  la	  célula	  T	  
induce	   la	   fosforilación	   del	   factor	   de	   trascripción	   Stat3,	   que	   a	   su	   vez	   regula	   transcripcionalmente	   el	  
receptor	  nuclear	  huérfano	  relacionado	  con	  el	  Ácido	  Retinoico	  γt	  (Retinoic	  Acid-­‐Related	  Orphan	  Receptor	  
gamma	  t,	  RORγt),	  que	  dirige	  la	  diferenciación	  de	  las	  células	  Th17	  	  (Ivanov	  et	  al.,	  2006;	  Yang	  et	  al.,	  2007).	  
La	  expresión	  de	  la	  citoquina	  IL-­‐21	  producida	  por	  las	  células	  NK	  o	  las	  NKT,	  junto	  con	  el	  TGF-­‐β	  es	  otra	  vía	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alternativa	   de	   la	   de	   la	   diferenciación	   hacia	   Th17	   (Korn	   et	   al.,	   2007),	   además	   la	   IL-­‐21	   es	   también	  
producida	  por	   las	  células	  Th17	  potenciando	  su	  diferenciación	  de	  manera	  autocrina.	  La	   IL-­‐23	  producida	  
por	   las	   células	   presentadoras	   y	   algunas	   células	   estromales,	   estabiliza	   la	   población	   de	   células	   Th17	   y	  
permite	  su	  expansión	  manteniendo	  una	  expresión	  sostenida	  de	   las	  citoquinas	  específicas	  y,	  por	  tanto,	  




Figura	  1:	  Esquema	  de	  diferenciación	  de	  los	  linfocitos	  T	  helper	  CD4+.	  Cuando	  un	  linfocito	  T	  virgen	  se	  expone	  a	  un	  
antigen,	  puede	  diferenciarse	  a	  dos	  tipos	  de	  subpoblaciones	  de	  células	  según	  la	  función	  que	  vaya	  a	  ejercer,	  efectora	  
o	   reguladora.	   En	   el	   esquema	   se	   detallan,	   los	   subtipos	   de	   poblaciónes	   así	   como	   los	   principales	   factores	   de	  
transcripción	  que	  dan	  lugar	  a	   la	  diferenciación	  de	  cada	  tipo	  celular	  y	   las	  citoquinas	  expresadas	  por	  las	  diferentes	  





	   21	  
Estas	   células	   median	   en	   procesos	   inflamatorios	   y	   están	   relacionadas	   con	   la	   patogénesis	   de	   muchas	  
enfermedades	   autoinmunes	   (Bettelli	   et	   al.,	   2007).	   La	   autoinmunidad	   es	   un	   estado	   de	   reactividad	  
anómalo	   del	   sistema	   inmune	   frente	   a	   los	   antígenos	   propios,	   debido	   a	   fallos	   en	   los	   mecanismos	   de	  
tolerancia	  o	  eliminación	  de	  células	  T	  auto-­‐reactivas.	  Algunas	  enfermedades	  autoinmunes	  en	  las	  que	  las	  
células	  Th17	  juegan	  un	  papel	  fundamental	  son	  la	  psoriasis	  (Krueger	  et	  al.,	  2007),	   la	  artritis	  reumatoide	  
(Kirkham	  et	  al.,	  2006),	  las	  enfermedades	  inflamatorias	  intestinales	  (Duerr	  et	  al.,	  2006),	  el	  asma	  (Barczyk	  
et	  al.,	  2003),	  la	  miocarditis	  autoinmune	  (EAM)	  (Rangachari	  et	  al.,	  2006)	  la	  encefalomielitis	  (Kebir	  et	  al.,	  
2007)	  o	  la	  hipersensibilidad	  por	  contacto	  	  (He	  et	  al.,	  2006;	  Nakae	  et	  al.,	  2002).	  
La	  defensa	   frente	  a	  patógenos	   infecciosos	  es	  otra	   importante	   función	  de	   los	   linfocitos	  Th17,	   llevada	  a	  
cabo	  mediando	  en	  la	  inflamación	  con	  predominio	  de	  reclutamiento	  de	  neutrófilos	  al	  tejido	  inflamado.	  La	  
inmunidad	  mediada	  por	   linfocitos	  Th17	  es	  particularmente	   importante	  en	   las	  mucosas	  protegiendo	  al	  
organismo	  frente	  a	  una	  gran	  variedad	  de	  hongos,	  bacterias	  y	  otros	  microorganismos	  (Aujla	  et	  al.,	  2008;	  
Ouyang	  et	  al.,	  2008).	  
	  
2.3.	  LINFOCITOS	  T	  REGULADORES	  
La	  respuesta	  inmune	  está	  regulada	  mediante	  un	  balance	  entre	  células	  efectoras	  y	  células	  T	  reguladoras	  
(Treg).	  Estas	  células	  se	  generan	  en	  el	  timo	  y	  su	  función	  es	  controlar	   la	  respuesta	   inflamatoria	  tanto	  en	  
los	  órganos	  linfoides	  secundarios	  como	  en	  los	  tejidos	  inflamados,	  con	  el	  fin	  de	  mantener	  la	  homeostasis	  
del	  sistema	  inmune	  y	  evitar	  un	  efecto	  nocivo	  de	  una	  respuesta	  inflamatoria	  exacerbada	  (Ohkura	  et	  al.,	  
2013).	  La	  mayoría	  de	  células	  Treg	  se	  caracterizan	  por	  la	  expresión	  de	  la	  cadena	  α	  del	  receptor	  de	  la	  IL-­‐2	  
(CD25)	  y	  el	  factor	  de	  trascripción	  FoxP3	  (Forkhead	  box	  Protein	  3).	  La	  activación	  de	  CD25	  por	  IL-­‐2	  induce	  
la	  fosforilación	  de	  Stat5	  que	  es	  el	  encargado	  de	  activar	  FoxP3	  (Burchill	  et	  al.,	  2008;	  Lio	  and	  Hsieh,	  2008).	  
La	  trascripción	  de	  FoxP3	  interviene	  en	  la	  diferenciación	  y	  función	  supresora	  de	  una	  parte	  importante	  de	  
las	  células	  Treg	  (Fontenot	  et	  al.,	  2003;	  Hori	  et	  al.,	  2003;	  Wan	  and	  Flavell,	  2007)	  (Figura	  2).	  	  
Las	   moléculas	   CD25	   y	   FoxP3	   también	   son	   expresadas	   por	   otros	   tipos	   celulares	   de	   forma	   inducible	  
(Kmieciak	  et	  al.,	  2009),	  por	  lo	  que	  no	  son	  exclusivas	  de	  las	  Treg.	  Otras	  moléculas	  expresadas	  por	  las	  Treg	  
y	  que	  caracterizan	  esta	  población	  son:	  CTLA-­‐4	  (Cytotoxic	  T	  Lymphocyte	  Antigen-­‐4),	  que	  interviene	  en	  la	  
función	  supresora	  de	  las	  células	  Treg	  y	  en	  el	  control	  de	  la	  homeostasis	  del	  sistema	  inmune	  (Read	  et	  al.,	  
2000);	  GITR	  (glucocorticoid-­‐induced	  TNF	  receptor)	  que	  participa	  en	  el	  control	  de	  la	  función	  de	  las	  células	  
Treg;	  CD27	  que	  también	  es	  miembro	  de	  los	  receptores	  de	  TNF	  que	  se	  expresa	  en	  las	  células	  T	  vírgenes	  y	  
desaparece	   en	   las	   células	   T	   efectoras,	   pero	   mantiene	   su	   expresión	   en	   las	   Treg	   (Mack	   et	   al.,	   2009;	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Ruprecht	   et	   al.,	   2005).	   La	   baja	   o	   nula	   expresión	   de	   CD127	   (la	   cadena	   α	   del	   receptor	   de	   la	   IL7)	   las	  
diferencia	  de	  las	  células	  T	  efectoras	  activadas	  (Liu	  et	  al.,	  2006;	  Seddiki	  et	  al.,	  2006).	  Se	  han	  definido	  dos	  
tipos	  de	  células	  Treg	  en	   función	  de	  su	   localización,	  aunque	  ambas	  se	  producen	  en	  el	   timo.	  Las	  células	  
Treg	  que	  se	  encuentran	  en	  el	  timo	  (tTreg)	  y	  las	  que	  se	  encuentran	  en	  la	  periferia	  (pTreg).	  En	  general,	  las	  
células	  tTreg	  responden	  a	  antígenos	  propios	  y	  las	  que	  se	  generan	  en	  la	  periferia	  responden	  a	  antígenos	  
extraños,	   lo	   que	   hace	   suponer	   que	   estas	   dos	   subpoblaciones	   de	   células	   Treg	   ejercen	   diferentes	  
funciones	   (Hsieh	  et	  al.,	  2006;	   Jordan	  et	  al.,	  2001;	  Kretschmer	  et	  al.,	  2005).	  Las	  células	  Treg	  ejercen	  su	  
función	   supresora	   inhibiendo	   la	   actividad	   efectora	   de	   los	   linfocitos	   T	   CD4+	   y	   CD8+	   impidiendo	   su	  
diferenciación,	  activación	  o	  proliferación	  mediante	  el	  contacto	  célula-­‐célula	  o	  a	  través	  de	  la	  secreción	  de	  
citoquinas	   supresoras	  como	   la	   IL-­‐10	  o	  TGF-­‐β	   (Chen	  et	  al.,	  2003;	  Collison	  et	  al.,	  2007;	  Roncarolo	  et	  al.,	  
2006).	   Otro	   mecanismo	   efector	   de	   las	   Treg	   es	   a	   través	   de	   perforinas	   o	   granzimas	   cuya	   actividad	  
citotóxica	  elimina	   las	  células	  T	  efectoras	   (Gondek	  et	  al.,	  2005;	  Grossman	  et	  al.,	  2004).	  Las	  células	  Treg	  
también	   pueden	   ejercer	   su	   función	   supresora	   en	   células	   presentadoras	   de	   antígeno	   (Dendritic	   	   Cells,	  
DCs),	  atenuando	  su	  actividad	  presentadora	  y	  co-­‐estimuladora	   (Mellor	  and	  Munn,	  2004;	  Qureshi	  et	  al.,	  
2011)	   así	   como	   en	   neutrófilos	   y	   otras	   células	   inflamatorias	   a	   través	   de	   la	   actividad	   ecto-­‐ATP	  
difosfohidrolasa	  del	  receptor	  CD39	  (Fabbiano	  et	  al.,	  2015).	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Figura	   2:	   Esquema	   de	   las	   principales	   vías	   que	   intervienen	   en	   la	   diferenciación	   de	   las	   células	   treg.	   El	  
reconocimiento	  por	  el	  TCR	  del	  antigeno	  presentado	  por	  la	  APC	  junto	  con	  la	  activación	  de	  CD69	  y	  el	  IL-­‐2R	  inducen	  la	  
fosforilación	  de	  la	  quinasa	  Jak3	  (1).	  La	  interacción	  de	  Jak3	  con	  Stat5	  induce	  su	  fosforilación,	  dimerización	  y	  entrada	  
al	  núcleo	  (2).	  Stat5	  en	  el	  núcleo	  activa	  el	  factor	  de	  transcripción	  FoxP3	  que	  favorece	  la	  diferenciación	  de	  las	  células	  
Treg	  (3).	  Como	  consecuencia	  de	  la	  activación	  de	  FoxP3	  se	  producen	  IL2	  y	  TGFb	  (4).	  La	  inhibición	  de	  la	  activación	  de	  
Stat3,	  tanto	  por	  Stat5	  (5)	  como	  por	  Foxp3	  (6),	  inhiben	  la	  transcripción	  de	  Rorgt	  y	  por	  lo	  tanto,	  diferenciación	  hacia	  
Th17.	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3.	  ENFERMEDADES	  INFLAMATORIAS	  Y	  AUTOINMUNES	  
Las	  enfermedades	  relacionadas	  con	  el	  sistema	  inmune	  suponen	  un	  amplio	  campo,	  en	  el	  que	  se	  pueden	  
encontrar	   implicadas	   enfermedades	   en	   las	   que	  el	   sistema	   inmune	   se	   comporta	  de	  manera	  patológica	  
como	   pudieran	   ser	   los	   procesos	   de	   autoinmunidad,	   el	   rechazo	   de	   trasplantes	   o	   la	   hipersensibilidad.	  
Además	   el	   sistema	   inmune	   está	   implicado	   en	   procesos	   patológicos	   como	   la	   aterosclerosis,	  
enfermedades	  infecciosas,	  enfermedades	  cardiovasculares	  y	  procesos	  neoplásicos.	  El	  conocimiento	  del	  




Las	  enfermedades	  autoinmunes,	  que	  afectan	  a	  un	  5%	  de	   la	  población	  mundial,	   se	  caracterizan	  por	  un	  
fracaso	   en	   la	   tolerancia	   frente	   a	   los	   antígenos	   propios,	   que	   deriva	   en	   respuestas	   inmunes	   anómalas	  
(O'Shea	   and	   Paul,	   2010).	   En	   los	   procesos	   de	   autoinmunidad	   participan	   las	   células	   Th1	   mediante	   la	  
inducción	  de	   la	   inflamación	  y	  el	  daño	   tisular.	   La	  producción	  de	   IFN-­‐γ	  por	  parte	  de	   las	  de	   las	   células	  T	  
CD4+	   participa	   en	   el	   desarrollo	   de	  diferentes	   enfermedades	   autoinmunes	   como	   la	   diabetes	   tipo	   I	   y	   la	  
esclerosis	  múltiple,	   (Powrie	  and	  Coffman,	  1993).	   Junto	  con	   las	   células	  Th1,	   las	   células	  Th17	   juegan	  un	  
papel	  fundamental	  en	  el	  desarrollo	  de	  las	  enfermedades	  autoinmunes.	  Los	  animales	  deficientes	  en	  IL-­‐23	  
son	   resistentes	   a	   desarrollar	   encefalomielitis	   experimental	   (Experimental	   Autoimmune	   Encelomyelitis,	  
EAE)	  (Langrish	  et	  al.,	  2005).	  Además	  los	  animales	  deficientes	  en	  la	  subunidad	  p19	  del	  receptor	  de	  la	  IL-­‐
23,	  que	  no	  desarrollan	  respuestas	  Th17,	  son	  resistentes	  a	  distintas	  enfermedades	  autoinmunes	  como	  la	  
artritis	   (Nakae	   et	   al.,	   2003),	   la	   EAE	   (Komiyama	   et	   al.,	   2006),	   la	  miocarditis	   (Experimental	   Autoinmune	  
Myocarditis,	  EAM)	  (Rangachari	  et	  al.,	  2006;	  Sonderegger	  et	  al.,	  2006)	  y	  o	  la	  hipersensibilidad	  de	  contacto	  
(He	  et	  al.,	  2006).	  
	  
3.2.	  ENFERMEDADES	  ALÉRGICAS	  
Estas	   enfermedades	   están	   determinadas	   por	   la	   influencia	   de	   factores	   genéticos	   y	  medioambientales,	  
como	   la	   exposición	   a	   distintos	   alérgenos,	   infecciones	   o	   la	   contaminación	   ambiental.	   Los	   procesos	  
alérgicos	  están	  relacionados	  con	  reacciones	  inflamatorias	  crónicas	  mediadas	  por	  inmunoglobulina	  E	  (IgE)	  
y	   se	   caracterizan	   por	   una	   respuesta	   inmediata	   al	   antígeno,	   que	   en	   muchas	   ocasiones	   puede	   tener	  
consecuencias	   patológicas	   graves.	   La	   inflamación	   bronquial	   cursa	   con	   presencia	   de	   eosinófilos	   e	  
hipertrofia	   de	   las	   células	   musculares	   lisas	   bronquiales	   debido	   a	   la	   hiperreactividad	   generada	   por	   los	  
antígenos.	  Este	  tipo	  de	  reacciones	  alérgicas,	  que	  clásicamente	  estaban	  relacionadas	  únicamente	  con	  las	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respuestas	  tipo	  Th2,	  tienen	  un	  importante	  componente	  Th17	  (Nakae	  et	  al.,	  2002).	  Hay	  un	  incremento	  en	  
los	  niveles	  de	  IL-­‐17	  en	  los	  pulmones	  y	  lavados	  broncoalbeolares	  (BAL)	  o	  suero	  de	  los	  pacientes	  asmáticos	  	  
(Molet	  et	  al.,	  2001).	  En	  modelos	  de	  asma	  alérgico	  murino	  mediado	  por	  eosinófilos,	   se	  ha	  demostrado	  
que	   la	   IL-­‐17	   media	   la	   inducción	   de	   una	   población	   de	   Th2	   específica	   de	   alérgeno	   en	   la	   fase	   de	  
sensibilización	   (Nakae	  et	  al.,	   2002).	   También	   se	  ha	  descrito	  que	  el	   reclutamiento	  de	   los	  eosinófilos	  es	  
menor	  en	  los	  ratones	  deficientes	  para	  el	  receptor	  de	  la	  IL-­‐17	  (IL-­‐17R)	  	  (Schnyder-­‐Candrian	  et	  al.,	  2006).	  
	  
4.	  CD69	  Y	  LA	  FAMILIA	  DE	  LECTINAS	  TIPO	  C	  
	  
4.1	  CARACTERIZACIÓN	  BIOQUÍMICA	  Y	  ESTRUCTURAL	  DE	  CD69	  
Las	   lectinas	   tipo	   C	   son	   un	   grupo	   de	   proteínas	   que	   se	   caracterizan	   por	   poseer	   un	   dominio	   de	  
reconocimiento	  de	  carbohidratos	  (Carbohydrate	  Recognition	  Domain,	  CDR).	  Estás	  moléculas	  se	  dividen	  
en	  siete	  subfamilias	  en	  función	  de	  su	  estructura,	   la	   localización	  relativa	  del	  dominio	  CDR	  en	  relación	  a	  
los	   otros	   dominios,	   y	   el	   grado	   de	   similitud	   estructural	   y	   funcional	   entre	   los	   diferentes	   dominios	   CDR	  
(Drickamer	   and	   Taylor,	   1993;	   Santis	   et	   al.,	   1994).	   CD69	   pertenece	   a	   la	   subfamilia	   de	   proteínas	  
transmembrana	  tipo	  II,	  en	  las	  que	  el	  dominio	  de	  reconocimiento	  de	  carbohidratos	  (CTLD,	  C-­‐	  type	  lectin	  –
like	  Domain)	  ha	  perdido	  la	  capacidad	  de	  unir	  Ca2+	  a	  lo	  largo	  de	  la	  evolución.	  El	  gen	  de	  CD69	  se	  localiza	  en	  
el	  brazo	  largo	  del	  cromosoma	  6	  en	  ratón,	  y	  en	  el	  cromosoma	  12	  en	  humano	  (Lopez-­‐Cabrera	  et	  al.,	  1993);	  
(Ziegler	  et	  al.,	  1994).	  Este	  gen	  se	  encuentra	  dentro	  de	  la	  región	  llamada	  “Complejo	  Natural	  Killer”	  (NKC),	  
que	  comprende	  varios	  genes	  de	   la	   familia	  de	   las	   lectinas	   tipo	  C	  específicas	  para	   las	  células	  NK	   (Figura	  
3A).	  CD69	  pertenece	  al	  grupo	  V	  de	  las	  lectinas	  tipo	  C	  con	  dominio	  receptor	  NK	  (NK	  Domain,	  NKD)	  (Weiss	  
et	   al.,	   1998).	   CD69	   es	   una	   proteína	   transmembrana	   con	   un	   dominio	   CTLD	   unido	   a	   la	   región	  
citoplasmática	   N-­‐terminal	   mediante	   una	   región	   transmembrana	   (Lopez-­‐Cabrera	   et	   al.,	   1993).	   Es	   una	  
glicoproteína	  homodimérica	  de	  unos	  60kDa,	   formada	  por	  dos	   cadenas	  polipeptídicas	   idénticas	  que	   se	  
diferencian	   por	   su	   estado	   de	   glicosilación	   (de	   33	   a	   27kDa)	   y	   que	   están	   unidas	   mediante	   puentes	  
disulfuro	  (Sanchez-­‐Mateos	  and	  Sanchez-­‐Madrid,	  1991)	  (Figura	  3B).	  	  
CD69	  no	  une	  monosacáridos	  ni	  polisacáridos	  mostrando	  muy	  baja	  afinidad	  por	  los	  fucoidanos	  (Childs	  et	  
al.,	   1999).	  Hasta	  hace	  poco	  no	   se	   conocían	   los	   ligandos	  naturales	  de	  CD69,	  pero	   recientemente	   se	  ha	  
demostrado	  que	   la	   galectina	  1,	   expresada	  en	   la	  membrana	  de	   células	  dendríticas,	   se	  une	  a	  CD69	  y	   la	  
unión	  de	  ambos	  interviene	  en	  la	  función	  y	  diferenciación	  de	  células	  Th17	  (de	  la	  Fuente	  et	  al.,	  2014).	  Por	  
otro	  lado,	  la	  interacción	  dependiente	  de	  glicosilación	  entre	  CD69	  y	  el	  complejo	  S100A8/S100A9	  favorece	  
la	  diferenciación	  de	  las	  células	  Treg	  (Lin	  et	  al.,	  2015).	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Figura	  3:	  Localización	  y	  estructura	  de	  CD69.	  (A)	  Esquema	  representativo	  de	  la	  localización	  cromosómica	  y	  genes	  
circulantes	  de	  CD69	  en	  humano	  y	  ratón.	  (B)	  Estructura	  del	  homodímero	  de	  CD69	  expresado	  en	  la	  membrana	  de	  la	  
célula	  y	  la	  interacción	  con	  proteínas	  del	  citosol.	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4.2.	  REGULACIÓN	  DE	  LA	  TRANSCRIPCIÓN	  DE	  CD69	  
La	  expresión	  de	  CD69	  durante	  la	  activación	  de	  linfocitos	  T	  requiere	  síntesis	  de	  novo	  (Cebrian	  et	  al.,	  1988)	  
que	  puede	  ser	  inducida	  por	  multitud	  de	  estímulos,	  como	  el	  tratamiento	  con	  anticuerpos	  monoclonales	  
frente	  a	  CD3/TCR	  o	  CD2	  y	  agentes	  activadores	  de	  la	  proteína	  quinasa	  C	  como	  los	  ésteres	  de	  forbol,	  o	  el	  
tratamiento	   con	   lectinas	  mitogénicas	   como	   la	   fitohemaglutinina	   (Cebrian	  et	   al.,	   1988).	   También	   se	  ha	  
descrito	  la	  expresión	  de	  CD69	  de	  forma	  independiente	  de	  antígeno	  mediante	  las	  citoquinas	  IL-­‐2,	  TNFα,	  
IL-­‐6	  (Unutmaz	  et	  al.,	  1994)	  e	  IL-­‐15,	  que	  aumenta	  la	  expresión	  de	  CD69	  en	  células	  T	  y	  NKs	  (Kanegane	  and	  
Tosato,	  1996;	  McInnes	  et	  al.,	  1997).	  
Los	   estímulos	   anteriormente	   descritos	   intervienen	   en	   la	   expresión	   de	   CD69	   a	   través	   de	   la	   activación	  
molecular	   de	   la	   PKC	   (Cebrián	   et	   al.	   ,1988).	   De	   manera	   parcialmente	   independiente	   a	   esta	   vía	   se	   ha	  
descrito	  que	  Ras	   y	   su	  efector	  Raf	   están	   implicados	  en	   la	   expresión	  de	  CD69	  dependiente	  de	  TCR-­‐CD3	  	  
(D'Ambrosio	   et	   al.,	   1994).	   La	   activación	   del	   receptor	   por	   anticuerpos	   monoclonales	   anti	   CD69	   en	  
presencia	  de	  esteres	  de	  forbol,	  provoca	  un	  incremento	  de	  Ca2+	  dentro	  de	  la	  célula	  que	  activa	  la	  quinasa	  
ERK,	  la	  expresión	  de	  los	  genes	  IL-­‐2	  e	  IFNγ	  y	  la	  proliferación	  de	  las	  células	  T	  (Testi	  et	  al.,	  1989;	  Zingoni	  et	  
al.,	   2000).	   En	   nuestro	   grupo	   se	   ha	   demostrado	   que	   la	   inducción	   de	   CD69	   en	   células	   T	   inhibe	   la	  
diferenciación	  de	  las	  células	  Th17	  a	  través	  de	  la	  activación	  de	  la	  ruta	  de	  señalización	  Jak3/Stat5,	  tanto	  en	  
humano	  como	  en	  ratón	  (Martin	  et	  al.,	  2010a).	  La	  cola	  citoplasmática	  de	  CD69	  activa	  la	  fosforilación	  de	  la	  
vía	  Jak3/Stat5	  inhibiendo	  la	  expresión	  del	  factor	  de	  trascripción	  RORγt	  e	  impidiendo	  la	  diferenciación	  de	  
las	  células	  Th17.	  El	  bloqueo	  del	  receptor	  de	  la	  IL2	  inhibe	  la	  vía	  Jak3/Stat5	  restableciendo	  la	  activación	  de	  
RORγt	  y	  la	  diferenciación	  de	  las	  células	  Th17	  (Martin	  et	  al.,	  2010a)	  (Figura	  2).	  
Con	  respecto	  a	   la	  regulación	  transcripcional	  de	   la	  expresión	  de	  CD69,	  se	  ha	  encontrado	  una	  secuencia	  
TATA	  en	  la	  región	  5´,	  30	  pares	  de	  bases	  antes	  del	  inicio	  de	  la	  trascripción	  y	  varias	  secuencias	  putativas	  de	  
unión	  de	  diferentes	  factores	  de	  trascripción	  como	  NF-­‐КB,	  Egr-­‐1	  y	  AP1	  que	  intervendrían	  en	  la	  expresión	  
de	  éste	  gen	  (Lopez-­‐Cabrera	  et	  al.,	  1995).	  Otros	  estímulos	  como	  los	  ésteres	  de	  forbol	  o	   la	  estimulación	  
por	   vía	   del	   TCR	   inducen	   la	   activación	   de	   factores	   de	   trascripción	   como	   AP-­‐1,	   EGR	   y	   ATF/CREB,	   que	  
actúan	  para	  regular	  el	  promotor	  de	  CD69	  (Castellanos	  Mdel	  et	  al.,	  2002)	  (Figura	  3A).	  
	  
4.3.	  EXPRESIÓN	  CELULAR	  DE	  CD69	  
CD69	   se	   expresa	   en	   la	   membrana	   de	   todas	   las	   células	   derivadas	   de	   la	   médula	   ósea	   tras	   activación,	  
excepto	   en	   los	   eritrocitos	   (Testi	   et	   al.,	   1994).	   La	   expresión	   en	   la	  membrana	   entre	   2	   y	   4	   horas	   tras	   la	  
activación	  celular	  hace	  que	  se	  considere	  a	  CD69	  dentro	  del	  grupo	  de	  genes	  tempranos	  inducidos	  en	  el	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proceso	   de	   activación	   leucocitaria	   (Lopez-­‐Cabrera	   et	   al.,	   1993)Su	   expresión	   constitutiva	   in	   vivo	   está	  
restringida	   a	   algunos	   tipos	   celulares;	   los	   timocitos	   sometidos	   a	  procesos	  de	   selección	  en	  el	   timo,	   una	  
población	  de	  células	  Treg	  y	  determinadas	  células	  residentes	  (Barthlott	  et	  al.,	  1997;	  Sanchez-­‐Mateos	  et	  
al.,	   1989;	   Swat	   et	   al.,	   1993).	   CD69	   se	   encuentra	   fundamentalmente	   expresado	   en	   la	   membrana	   de	  
células	  presentes	  en	  el	  tejido	  inflamado	  de	  enfermedades	  como	  la	  artritis	  reumatoide	  y	  la	  hepatitis	  viral	  
crónica	   (Garcia-­‐Monzon	   et	   al.,	   1990;	   Laffon	   et	   al.,	   1991),	   así	   como	  en	   los	   leucocitos	   responsables	   del	  
rechazo	  a	  trasplantes	  (Mampaso	  et	  al.,	  1993).	  También	  se	  han	  encontrado	  niveles	  elevados	  de	  CD69	  en	  
lesiones	   ateroscleróticas,	   en	   los	   linfocitos	   involucrados	   en	   procesos	   alérgicos	   (Caspar-­‐Bauguil	   et	   al.,	  
1998;	  Hartnell	  et	  al.,	  1993),	  en	  los	  linfocitos	  que	  infiltran	  tumores	  (Coventry	  et	  al.,	  1996)y	  en	  infecciones	  
persistentes	  (Zajac	  et	  al.,	  1998).	  
Otras	  células	  que	  expresan	  CD69	  son	  las	  células	  B	  del	  manto	  de	  los	  ganglios	  linfáticos,	  en	  células	  CD4+	  de	  
los	   centros	   germinales,	   plaquetas	   (Testi	   et	   al.,	   1990),	   neutrófilos	   (Gavioli	   et	   al.,	   1992),	   eosinófilos	  
(Nishikawa	   et	   al.,	   1992)	   basófilos	   (Escribano	   et	   al.,	   1997)células	   de	   Langerhans	   (Bieber	   et	   al.,	   1992)	   y	  
monocitos	  periféricos	  (De	  Maria	  et	  al.,	  1994).	  
	  
4.4.	  CD69	  COMO	  MOLÉCULA	  INMUNO-­‐MODULADORA	  
Se	  ha	  demostrado	  que	  la	  molécula	  CD69	  actúa	  como	  mediadora	  en	  procesos	  inflamatorios	  funcionando	  
como	   regulador	   negativo	   de	   la	   inflamación.	   En	   el	   modelo	   murino	   de	   artritis	   inducida	   por	   colágeno	  
(Collagen-­‐Induced	   Arthritis,	   CIA)	   se	   observó	   que	   los	   ratones	   deficientes	   en	   CD69	   desarrollan	   formas	  
exacerbadas	  de	  la	  enfermedad.	  Estos	  animales	  CD69-­‐/-­‐	  presentan	  menos	  niveles	  de	  TGF-­‐β,	  mecanismo	  
por	  el	  cual	  CD69	  podría	  estar	  regulando	  la	  inflamación	  (Sancho	  et	  al.,	  2003).	  
En	   otros	   trabajos	   con	   animales	   deficientes	   en	  CD69	   se	   han	   encontrado	   evidencias	   que	   apuntan	   en	   la	  
misma	   dirección	   y	   postulan	   a	   CD69	   como	   una	   molécula	   inmunoreguladora.	   La	   deficiencia	   de	   CD69	  
exacerba	   la	   respuesta	   inmune	   en	   el	   asma	   alergico,	   dermatitis	   de	   contacto,	  miocarditis	   autoinmune	   y	  
colitis.	  En	  el	  modelo	  de	  asma	  alérgico	  inducido	  con	  ovoalbúmina	  o	  en	  el	  modelo	  de	  hipersensibilidad	  de	  
contacto	  inducida	  por	  oxazolona	  (Contact	  Hypersensitivity,	  CHS),	  los	  efectos	  inflamatorios	  mediados	  por	  
las	   células	  T	  efectoras	  están	  exacerbados	  en	   los	  animales	  CD69-­‐/-­‐,	  así	   como	  en	  animales	  WT	   tratados	  
con	   anticuerpos	   anti-­‐CD69	   que	   bloquean	   la	   señalización	   del	   receptor	   (Martin	   et	   al.,	   2010b).	   En	   el	  
modelo	  de	  miocarditis	  autoinmune,	  los	  animales	  deficientes	  en	  CD69	  muestran	  una	  mayor	  inflamación	  
en	   el	   corazón	  mediada	   por	   células	   Th17	   (Cruz-­‐Adalia	   et	   al.,	   2010).En	   el	  modelo	   de	   colitis	   CD69	   actúa	  
como	  regulador	  negativo	  del	  proceso	   inflamatorio	  favoreciendo	  la	  función	  de	  células	  Treg	  FoxP3+,	  que	  
favorecen	   la	   tolerancia	  oral	  y	  disminuyen	   los	  efectos	  adversos	  de	   la	  colitis	   (Radulovic	  et	  al.,	  2013).	  En	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definitiva,	   CD69	   actúa	   como	  un	  modulador	   negativo	   de	   la	   inflamación	   regulando	   el	   balance	   entre	   las	  
células	   Th17	   proinflamatorias	   y	   las	   células	   Treg	   antiinflamatorias,	   tanto	   en	   homeostasis	   como	   en	  
procesos	   inflamatorios	  patológicos	   (Martin	  and	  Sanchez-­‐Madrid,	  2011).	  CD69	   regula	  negativamente	   la	  
diferenciación	   hacia	   células	   Th17	   mediante	   la	   activación	   de	   la	   ruta	   de	   señalización	   Jak3/Stat5,	  
impidiendo	   la	  activación	  del	   factor	  de	   transcripción	  RORγt	   tanto	  en	  humano	  como	  en	   ratón.	  Además,	  
favorece	   la	   expresión	  de	   las	   citoquinas	   IL-­‐2	   y	   TGF-­‐β	   implicadas	  en	   la	  diferenciación	  de	   los	   linfocitos	   T	  
CD4+	  hacia	  células	  Treg	  mediante	  la	  activación	  de	  su	  factor	  de	  trascripción	  FoxP3	  (Cortes	  et	  al.,	  2014).	  
Otros	  datos	  que	  apoyan	  la	  función	  reguladora	  de	  CD69	  en	  la	  respuesta	  inflamatoria	  es	  la	  identificación	  
de	   poblaciones	   de	   linfocitos	   T	   CD69+,	   que	   se	   comportan	   como	   las	   células	   Treg	   induciendo	   anergia	   y	  
efectos	  reguladores.	  En	  un	  modelo	  de	  lupus	  en	  ratón	  se	  han	  encontrado	  poblaciones	  de	  linfocitos	  CD4+	  
CD69+	   en	   los	   infiltrados	   inflamatorios	   y	   en	   tejidos	   linfoides	   que	   inhiben	   la	   producción	   de	   IL-­‐2,	   y	  
favorecen	   la	   generación	  de	   células	   Th17	   (Ishikawa	  et	   al.,	   1998).	   En	  estudios	   clínicos	   en	  pacientes	   con	  
esclerosis	   sistémica	   se	  ha	  encontrado	  que	   la	  expresión	  de	  CD69	  en	   sus	   células	  Treg	  es	  menor	  que	  en	  
individuos	  sanos,	  y	  además	  esta	  menor	  expresión	  de	  CD69	  se	  relaciona	  con	  una	  menor	  producción	  de	  
TGFβ	  y,	  por	  lo	  tanto,	  con	  una	  menor	  capacidad	  supresora	  de	  estas	  células	  (Radstake	  et	  al.,	  2009).	  
Asimismo,	   se	   ha	   identificado	   una	   población	   de	   linfocitos	   T	   reguladores	   (linfocitos	   CD69+CD4+CD25-­‐),	  
inducidos	  en	  respuesta	  a	  tumores,	  que	  no	  expresan	  FoxP3	  y	  no	  producen	  IL-­‐10,	  pero	  sí	  expresan	  IL-­‐122	  
(la	  cadena	  β	  del	  receptor	  de	  la	  IL-­‐2)	  y	  producen	  TGF-­‐β1,	  siendo	  así	  capaces	  de	  suprimir	  la	  progresión	  del	  
tumor,	   ya	   que	   CD69	   mantendría	   alta	   la	   expresión	   de	   TGF-­‐β1	   a	   través	   de	   la	   activación	   de	   ERK1/2,	   y	  
favorecería	   la	   función	   inmuno-­‐supresora	   de	   este	   tipo	   de	   células	   (Han	   et	   al.,	   2009).	   También	   se	   han	  
encontrado	  este	   tipo	  de	   células	   CD69+CD4+CD25-­‐	  	   en	  pacientes	   trasplantados	   con	  un	  menor	   riesgo	  de	  
sufrir	  la	  enfermedad	  de	  injerto	  contra	  huésped	  (GVHD	  Graf	  Versus	  Host	  Disease)	  (Lu	  et	  al.,	  2012).	  CD69	  
está	  asociado	  con	  la	  generación	  de	  células	  Treg	  del	  timo,	  que	  se	  producen	  mediante	  la	  activación	  de	  las	  
células	   dendríticas	   plasmacitoides,	   residentes	   en	   el	   timo,	   que	   promueven	   la	   diferenciación	   de	   células	  
Treg	   CD4+	  CD25+	  FoxP3+,	   a	   partir	   de	   timocitos	   CD4+CD8+	   que	   expresan	   niveles	   altos	   de	   CD69	   (Martin-­‐
Gayo	  et	  al.,	  2010).	  Por	  último,	  hay	  estudios	  que	  demuestran	  la	  relación	  de	  CD69	  con	  la	  migración	  de	  los	  
linfocitos	  a	  órganos	  linfoides	  periféricos	  mediante	  el	  receptor	  de	  la	  esfingosina	  1	  fosfato	  (Sphingosine-­‐1-­‐
phosphate	   receptor	   1,	   S1P1)	   demostrándose	   que	   en	   animales	   deficientes	   en	   CD69,	   esta	   molécula	   se	  
encuentra	  up-­‐regulada	  favoreciendo	  que	  haya	  más	  migración	  a	  órganos	  linfoides	  periféricos	  (Lamana	  et	  
al.,	  2011).	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5.	  ANGIOGÉNESIS	  Y	  LA	  ENFERMEDAD	  ARTERIAL	  	  
Ante	  un	  proceso	  de	  isquemia	  se	  desencadenan	  diversos	  procesos	  fisiológicos	  para	  intentar	  paliar	  la	  falta	  
de	  oxígeno	  en	  el	  tejido	  isquémico.	  Estos	  procesos	  implican	  la	  activación	  de	  mecanismos	  de	  crecimiento	  y	  
proliferación	  de	  nuevos	  capilares,	  que	  aporten	  oxígeno	  al	  tejido	  dañado,	  y	  que	  se	  conocen	  en	  términos	  
generales	  como	  angiogénesis	  y	  neo-­‐vascularización.	  En	  general	  la	  angiogénesis	  se	  refiere	  a	  la	  formación	  
de	  capilares	  a	  partir	  de	  otros	  ya	  existentes,	  que	  comienza	  con	  la	  activación	  de	  células	  endoteliales	  y	  un	  
incremento	  de	   la	  permeabilidad	  vascular,	   seguido	  de	  una	   rotura	  de	   la	  membrana	  basal,	  migración	  de	  
células	   endoteliales,	   invasión	  de	  matriz	   extracelular,	   invasión	  de	   la	  matriz	   intersticial,	   formación	  de	   la	  
membrana	  basal	  y,	  por	  último,	  formación	  del	   lumen	  del	  capilar.	  El	  concepto	  de	  neo-­‐vascularización	  en	  
respuesta	  a	   isquemia	   tisular,	  avanzó	  gracias	  al	  descubrimiento	  de	   la	  vasculogénesis	  post-­‐natal,	  ya	  que	  
antes	  se	  pensaba	  que	  el	  proceso	  de	  neo-­‐vascularización	  ocurría	  sólo	  durante	  el	  desarrollo	  embrionario	  y	  
se	   atribuía	   el	   proceso	   de	   formación	   de	   nuevos	   vasos	   en	   adultos,	   a	   un	   mecanismo	   de	   angiogénesis.	  
Actualmente	  se	  considera	  que	   la	  vasculogénesis	  en	  adultos,	  se	  refiere	  a	   la	   formación	  de	  nuevos	  vasos	  
mediante	  la	  agregación	  de	  primitivos	  precursores	  endoteliales	  (Endothelial	  Progenitor	  Cells,	  EPCs),	  que	  
de	  hecho	  se	  encuentran	  en	  la	  sangre	  periférica	  de	  adultos	  y	  evidenciando	  su	  reclutamiento	  en	  procesos	  
de	  neo-­‐vascularización	  en	  tejido	  isquémico	  (Asahara	  et	  al.,	  1997).	  	  
	  
5.1.	  ENFERMEDAD	  ARTERIAL	  PERIFÉRICA	  
Las	   enfermedades	   cardiovasculares	   que	   cursan	   con	   isquemia,	   como	   la	   enfermedad	   de	   la	   arteria	  
coronaria	   (coronary	  artery	  disease,	  CAD)	  o	   la	  enfermedad	  arterial	  periférica	   (peripheral	  artery	  disease,	  
PAD)	   son	   un	   problema	   de	   salud	   a	   nivel	   mundial.	   La	   PAD,	   es	   una	   enfermedad	   común	   pero	   grave.	   Se	  
produce	   cuando	   el	   exceso	   de	   colesterol	   y	   otras	   grasas	   que	   circulan	   en	   la	   sangre	   se	   acumulan	   en	   las	  
paredes	  de	  las	  arterias	  que	  suministran	  sangre	  a	   los	  brazos	  y	  piernas.	  Esta	  acumulación,	   llamada	  placa	  
de	   ateroma,	   que	   estrecha	   las	   arterias	   puede	   acabar	   reduciendo	   o	   bloqueado	   el	   flujo	   sanguíneo.	   Se	  
manifiesta	  de	  manera	  más	  común	  en	  las	  arterias	  de	  las	  piernas,	  pero	  también	  puede	  presentarse	  en	  las	  
arterias	  que	  llevan	  sangre	  del	  corazón	  a	  la	  cabeza,	  los	  brazos,	  los	  riñones	  y	  el	  estómago.	  A	  pesar	  de	  los	  
progresos	   que	   se	   han	   hecho	   en	   los	   tratamientos	   de	   revascularización,	   muchos	   pacientes	   no	   son	  
candidatos	  para	  estos	  tratamientos	  (Padilla	  et	  al.,	  2007).	  La	  estimulación	  de	  la	  angiogénesis	  mediante	  la	  
administración	   exógena	   de	   factores	   de	   crecimiento	   o	   mediante	   la	   activación	   de	   la	   expresión	   de	  
determinados	   genes,	   es	   un	   campo	   emergente	   pero	   todavía	   no	   bien	   desarrollado,	   que	   permitiría	   la	  
recuperación	   de	   la	   isquemia	   de	   músculo	   cardiaco	   y	   esquelético	   (Doi	   et	   al.,	   2007).	   El	   uso	   de	   VEGF-­‐A	  
(Vascular	  endothelial	  growth	  factor	  A)	  se	  presentó	  como	  una	  mejora	  a	  corto	  plazo,	  pero	  no	  ha	  llegado	  a	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suponer	   beneficios	   a	   largo	   plazo	   (Seppo	   Ylä-­‐Herttuala,	   2007).	   El	   trasplante	   de	   EPCs	   promueve	   neo-­‐
vascularización	  terapéutica,	  aunque	  el	  éxito	  de	  éste	  tipo	  de	  tratamientos	  no	  es	  todo	  lo	  efectivo	  que	  se	  
esperaba	  (Sica	  et	  al.,	  2006;	  Yuyama	  et	  al.,	  2002).	  Se	  sabe	  que	  los	  linfocitos	  CD4+	  y	  CD8+	  juegan	  un	  papel	  
fundamental	   en	   neo-­‐vascularización	   post-­‐isquemia	   a	   través	   de	   la	   activación	   de	   las	   vías	   B7/CD28	   y	  
CD40/CD40L.	   CD28	   interviene	   en	   la	   generación	   y	   homeostasis	   de	   las	   células	   CD4+	   CD25+	   Treg	   que	  
participan	   en	   neo-­‐vascularización	   post-­‐isquémica	   a	   través	   del	   control	   de	   las	   células	   efectoras	   de	   la	  
respuesta	   inmune.	   Por	   otro	   lado,	   las	   células	   Th17	   participan	   activamente	   en	   el	   proceso	   de	   neo-­‐
vascularización,	   ya	   que	   el	   acumulo	   de	   células	   inflamatorias	   en	   la	   zona	   isquémica	   como	   monocitos,	  
neutrófilos	  y	  macrófagos,	  induce	  la	  expresión	  de	  citoquinas	  pro-­‐inflamatorias	  como	  la	  IL-­‐6	  que	  favorece	  
la	  diferenciación	  de	  los	  linfocitos	  T	  CD4+	  al	  subtipo	  de	  linfocitos	  Th17	  productores	  de	  la	  citoquina	  IL-­‐17	  
que	   estimula	   la	   producción	   de	   IL-­‐1β	   y	   VEGF-­‐A,	   estimulando	   así	   la	   (Sica	   et	   al.,	   2006)balance	   entre	   las	  
células	  Th17	  y	  las	  células	  Treg	  podría	  constituir	  una	  nueva	  estrategia	  a	  la	  hora	  de	  abordar	  el	  tratamiento	  
de	   las	   enfermedades	  que	   cursan	   con	   isquemia	   (Hata	   et	   al.,	   2011;	   Zouggari	   et	   al.,	   2009).	  A	   la	   hora	  de	  
abordar	   nuevos	   tratamientos	   para	   las	   enfermedades	   que	   cursan	   con	   isquemia,	   es	   necesario	   tanto	   el	  
conocimiento	   de	   los	   procesos	   que	   controlan	   la	   angiogénesis	   y	   neo-­‐vascularización,	   como	   la	  
identificación	   de	   nuevos	   factores	   pro-­‐angiogénicos	   más	   eficaces	   a	   la	   hora	   de	   acelerar	   la	  
revascularización	  de	  tejidos	  isquémicos.	  	  
	  
5.2.	  MÉTODOS	  DE	  ESTUDIO	  DE	  ANGIOGÉNESIS	  
Existen	  diferentes	  métodos	  para	  el	  estudio	  del	  proceso	  de	  angiogénesis,	  incluyendo	  estudios	  in	  vitro	  que	  
implican	  la	  realización	  de	  cultivos	  de	  células	  endoteliales	  que	  permiten	  la	  evaluación	  de	  su	  capacidad	  de	  
migración	   y	   proliferación.	   Entre	   estos	  métodos	   cabe	   destacar	   los	   ensayos	   con	  matrigel	   que	   permiten	  
evaluar	   la	   capacidad	   de	   respuesta	   de	   las	   células	   endoteliales	   a	   determinados	   estímulos	   angiogénicos,	  
estimando	   la	  capacidad	  que	  tienen	  estas	  células	  de	   formar	   tubos	  o	  capilares	   (Kubota	  et	  al.,	  1988);	   los	  
ensayos	  de	  recuperación	  de	  la	  herida,	  que	  permiten	  evaluar	  la	  capacidad	  de	  migración	  de	  estas	  células	  
(Lampugnani,	   1999)	   siendo	   la	   migración	   y	   la	   capacidad	   de	   formación	   de	   tubos,	   dos	   características	  
fundamentales	   que	   deben	   poseer	   las	   células	   endoteliales.	   También	   existen	   métodos	   ex	   vivo	   que	  
permiten	  evaluar	  este	  tipo	  de	  capacidades	  en	  las	  células	  endoteliales,	  tales	  como	  los	  ensayos	  con	  anillos	  
aórticos,	   que	   permiten	   evaluar	   la	   angiogénesis	   teniendo	   en	   cuenta	   la	   interacción	   de	   las	   células	  
endoteliales	  con	   la	  matriz	  extracelular	  y	   con	   las	  células	  perivasculares	  que	  median	  en	   los	  procesos	  de	  
angiogénesis	   y	   neo-­‐vascularización	   (Nicosia	   and	   Ottinetti,	   1990a,	   b).	   A	   pesar	   de	   la	   utilidad	   de	   estos	  
ensayos,	  la	  información	  que	  se	  obtiene	  no	  es	  suficiente	  para	  comprender	  los	  procesos	  de	  angiogénesis,	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ya	  que	  en	  estos	  mecanismos	  interviene,	  entre	  otros,	  el	  sistema	  inmune,	  cuyo	  papel	  queda	  excluido	  en	  
este	  tipo	  de	  ensayos.	  Por	  este	  motivo,	  es	  necesario	  el	  desarrollo	  de	  modelos	  animales	  para	  comprender	  
mejor	  los	  procesos	  que	  intervienen	  en	  los	  mecanismos	  de	  angiogénesis	  y	  neo-­‐vascularización.	  El	  modelo	  
de	  Hind	  Lind	  Isquemia	  se	  ha	  desarrollado	  en	  ratones,	  ratas	  y	  conejos	  (Deindl	  and	  Schaper,	  2005;	  Liddell	  
et	   al.,	   2005),	   en	   concreto,	   el	  modelo	  murino	   de	   Hind	   Lind	   Isquemia	   se	   reportó	   por	   primera	   vez	   1998	  
(Couffinhal	  et	  al.,	  1998).	  En	  dicho	  modelo	  se	  practica	  una	   incisión	  en	   la	  piel	  de	   la	  mitad	  superior	  de	   la	  
extremidad	  posterior	  derecha,	  se	  descubre	  la	  arteria	  femoral,	  se	  liga	  la	  parte	  distal	  y	   la	  parte	  proximal	  
de	   la	   arteria,	   cortándose	   el	   fragmento	   entre	   las	   ligaduras.	   El	   proceso	   de	   perfusión	   se	   monitoriza	  
mediante	  la	  técnica	  de	  láser	  doppler	  y	  se	  representa	  como	  el	  Ratio	  de	  Reperfusión,	  que	  se	  calcula	  como	  
el	   cociente	   entre	   el	   flujo	   existente	   en	   la	   pata	   isquémica	   y	   el	   flujo	   de	   la	   pata	   no	   isquémica.	   Para	   este	  
modelo	   se	   ha	   descrito	   que	   las	   diferentes	   cepas	   de	   ratones	   presentan	   diferentes	   patrones	   de	  
recuperación	  de	   las	   isquemia,	   recuperándose	  mejor	   los	  animales	  C57BL/6	  que	   los	  animales	  BALBc,	   los	  
diferentes	  patrones	  de	  recuperación	  se	  deben	  a	  las	  diferencias	  genéticas	  en	  la	  vasculatura	  colateral	  que	  
presentan	  ambas	  cepas	  (Helisch	  et	  al.,	  2006).	  
	  
6.	  MICRO-­‐RNAS	  
Los	  micro-­‐RNAs	  (miRNAs)	  son	  pequeñas	  moléculas	  de	  RNA	  no	  codificante	  que	  se	  caracterizan	  por	  poseer	  
un	   tamaño	   de	   entre	   20	   a	   24	   nucleótidos	   de	   longitud.	   Están	   implicados	   en	   la	   regulación	   post-­‐
trascripcional	   de	   la	   expresión	   génica	   uniéndose	   al	   dominio	   3´UTR	   (untraslated	   region)	   del	   RNA	  
mensajero	  (mRNA)	  específico	  impidiendo	  su	  traducción	  a	  proteína	  o	  provocando	  su	  degradación	  (Pillai,	  
2005).	  Fueron	  identificados	  por	  primera	  vez	  en	  el	  nematodo	  Caenorhabditis	  elegans,	  a	  principios	  de	  la	  
década	  de	  1990	  (Lee	  et	  al.,	  1993;	  Wightman	  et	  al.,	  1993),	  pero	  fue	  en	  2001	  cuando	  se	  acuño	  el	  término	  
miRNA	   (Lagos-­‐Quintana	  et	  al.,	   2001;	   Lau	  et	   al.,	   2001;	   Lee	  and	  Ambros,	  2001)	   .	   Se	  estima	  que	  un	   solo	  
miRNA	  puede	  regular	  la	  expresión	  de	  entre	  cientos	  y	  miles	  de	  genes	  diana	  (Griffiths-­‐Jones,	  2004;	  Lewis	  
et	  al.,	  2005;	  Miranda	  et	  al.,	  2006).	  La	  primera	  vez	  que	  se	  relacionó	  a	  un	  miRNA	  con	  una	  enfermedad	  fue	  
con	   la	   Leucemia	  de	   células	  B	   (Calin	  et	   al.,	   2002).	   En	  2008	   se	  descubrió	  que	   los	  miRNAs	  no	   sólo	  están	  
presentes	  en	  el	  interior	  de	  las	  células,	  si	  no	  que	  se	  encuentran	  también	  en	  el	  exterior,	  pudiendo	  incluso	  
ser	   secretados	   en	   vesículas	   producidas	   por	   las	   células	   como	   los	   exosomas	   que	   los	   protegen	   de	   su	  
degradación.	  (Chen	  et	  al.,	  2008;	  Lawrie	  et	  al.,	  2008;	  Mitchell	  et	  al.,	  2008).	  Esta	  presencia	  de	  los	  miRNAs	  
en	  el	  medio	  extracelular,	  sugiere	  que	  éstas	  moléculas	  podrían	  intervenir	  en	  procesos	  de	  comunicación	  
intercelular	  (Zernecke	  et	  al.,	  2009;	  Zhang	  et	  al.,	  2010).	  Todos	  estos	  avances	  han	  puesto	  de	  manifiesto	  el	  
importante	  papel	  de	  estas	  moléculas	  en	  el	  control	  de	  la	  regulación	  post-­‐transcripcional.	  La	  identificación	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de	  los	  perfiles	  de	  expresión	  de	  miRNAs,	  proporcionaría	  gran	  cantidad	  de	  información	  para	  desentrañar	  
los	  mecanismos	  que	  regulan	  los	  diferentes	  procesos	  que	  ocurren	  en	  el	  interior	  de	  la	  célula,	  postulando	  a	  
éstas	   pequeñas	   moléculas	   como	   biomarcadores	   de	   procesos	   tanto	   fisiológicos	   como	   patológicos,	  
constituyendo	  así	  una	  potencialmente	  importante	  herramienta	  diagnóstica	  (Kosaka	  et	  al.,	  2010).	  	  
	  
6.1.	  BIOLOGÍA	  DEL	  MICRORNA-­‐155	  
El	  miRNA-­‐155	   (miR-­‐155)	   se	   procesa	   a	   partir	   de	   un	   tránscrito	   primario	   en	   el	   gen	   hospedador	   llamado	  
“BIC".	   En	   el	   ratón	   se	   encuentra	   localizado	   en	   el	   cromosoma	   16	   y	   en	   humano	   en	   el	   cromosoma	   21.	  
Participa	  en	  la	  regulación	  de	  procesos	  tanto	  fisiológicos	  cómo	  patológicos	  interviniendo	  en	  la	  inhibición	  
de	  crecimientos	  tumorales,	  procesos	  infecciosos	  y	  atenuando	  enfermedades	  cardiovasculares.	  
Se	  expresa	  moderadamente	  en	  células	  madre	  hematopoyéticas	   (Hematopoietic	   Stem	  Cells,	  HSCs)	   y	   su	  
expresión	  es	  mucho	  menor	  en	  células	  hematopoyéticas	  maduras.	  La	  expresión	  del	   transcrito	  BIC	  y	  del	  
miR-­‐155	   maduro	   se	   induce	   rápidamente	   en	   linfocitos	   B	   y	   T	   después	   de	   la	   exposición	   a	   un	   antígeno	  
(Haasch	  et	  al.,	  2002;	  O'Connell	  et	  al.,	  2010;	  Taganov	  et	  al.,	  2006;	  Thai	  et	  al.,	  2007),	  desempeñando	  un	  
papel	   importante	   en	   procesos	   inmunológicos.	   El	   miR-­‐155	   participa	   en	   procesos	   de	   inmunidad	   innata	  
incrementándose	   su	   expresión	   en	   monocitos,	   macrófagos	   y	   células	   dendrítricas	   una	   vez	   expuestas	   a	  
estímulos	  inflamatorios	  (Brown	  et	  al.,	  2007;	  O'Connell	  et	  al.,	  2010;	  Taganov	  et	  al.,	  2006).	  En	  macrófagos,	  
las	   citoquinas	  pro-­‐inflamatorias	   como	  TNFα	  o	   IFNγ	  aumentan	  el	  procesamiento	  del	  miR	   -­‐155	  maduro.	  
Este	   incremento	   supone	   la	   activación	   de	   la	   ruta	   de	   NF-­‐kB/Jnk	   perfilándolo	   como	   una	   molécula	   que	  
participa	   en	   la	   respuesta	   inmune	   innata	   (Baltimore	   et	   al.,	   2008;	   Kluiver	   et	   al.,	   2007;	  O'Connell	   et	   al.,	  
2010;	   Yin	   et	   al.,	   2008a),	   aunque	   todavía	   queda	   por	   conocer	   sus	   dianas	   y	   dilucidar	   su	   papel	   en	   la	  
respuesta	   inflamatoria	   en	  macrófagos	   (Baltimore	   et	   al.,	   2008).	   Este	  miRNA	   también	   podría	   actuar	   de	  
puente	  entre	  la	  respuesta	  inmune	  innata	  y	  la	  adquirida,	  ya	  que	  se	  ha	  descrito	  que	  las	  células	  dendríticas	  
deficientes	  en	  miR-­‐155	  son	  incapaces	  de	  desencadenar	  la	  activación	  de	  las	  células	  T	  tras	  la	  exposición	  a	  
un	  antígeno	  (Rodriguez	  et	  al.,	  2007).	  Con	  respecto	  a	  la	  inmunidad	  adaptativa,	  este	  miRNA	  participa	  en	  la	  
respuesta	   inmune	  mediada	  por	   linfocitos	  B.	   Está	   implicado	  en	  el	   desarrollo	  de	   los	   centros	   germinales	  
disminuyendo	  la	  producción	  de	  IgG1	  ya	  que	  la	  proteína	  PU.1	  es	  diana	  de	  este	  miRNA.	  La	  inhibición	  de	  la	  
transcripción	   de	   PU.1	   regula	   negativamente	   el	   swich	   de	   inmunoglobulinas	   hacia	   IgG1	   (Vigorito	   et	   al.,	  
2007).	   Otra	   diana	   del	   miR-­‐155	   es	   la	   proteína	   citidina	   deamidasa	   (Cytidine	   Deamidase,	   AID)	   que	  
interviene	  en	  el	  proceso	  de	  hipermutación	  somática.	  El	  miR-­‐155	  también	  está	  implicado	  en	  la	  respuesta	  
inmune	  mediada	  por	  las	  células	  T	  interviniendo	  en	  las	  respuestas	  Th1	  y	  Th2	  a	  través	  de	  la	  regulación	  de	  
la	   proteína	   c-­‐Maf	   (Costinean	   et	   al.,	   2006;	   Rodriguez	   et	   al.,	   2007).	   El	   factor	   de	   trascripción	   FoxP3,	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específico	  de	  células	  Treg,	  tiene	  sitio	  de	  unión	  en	  el	  promotor	  del	  miR-­‐155	  (BIC),	  y	  esto	  se	  correlaciona	  
con	  una	  mayor	  expresión	  de	  este	  miRNA	  en	  células	  Treg	  y	  células	  T	  convencionales	  (Cobb	  et	  al.,	  2006;	  
Zheng	  et	  al.,	  2007).	  La	  proteína	  SOCS1	  es	  otra	  diana	  del	  miR-­‐155,	  que	  interviene	  en	  la	  diferenciación	  las	  
células	  Treg	  y	  en	  la	  función	  y	  diferenciación	  de	  las	  células	  Th17	  mediante	  la	  modulación	  de	  la	  activación	  
de	  la	  ruta	  Jak/Stat.	  
La	  relación	  del	  miR-­‐155	  con	  el	  sistema	  cardiovascular	  se	  debe	  en	  parte	  al	  papel	  regulador	  que	  realiza	  en	  
el	   sistema	   inmune,	   ya	   que	   en	   pacientes	   con	   síndrome	   coronario	   agudo	   (ACS)	   está	   disminuida	   su	  
expresión	  en	  células	  mononucleares	  de	   sangre	  periférica	   (Peripheral	  Blood	  Mononuclear	   cell,	   PBMCs).	  
Esta	   disminución	   se	   correlaciona	   con	   un	   incremento	   en	   la	   diferenciación	   de	   los	   linfocitos	   pro-­‐
inflamatorios	   Th17	   (Yao	   et	   al.,	   2011).	   Se	   ha	   encontrado	   que	   el	   miR-­‐155,	   mediante	   el	   control	   de	   la	  
actividad	   de	   los	   macrófagos,	   regula	   la	   hipertrofia	   cardiaca	   a	   través	   de	   un	   mecanismo	   indirecto,	  
dependiente	  de	  la	  inflamación	  (Heymans	  et	  al.,	  2013).	  Asimismo,	  a	  partir	  de	  la	  regulación	  de	  la	  función	  
de	   los	   macrófagos,	   promueve	   la	   aterosclerosis	   (Nazari-­‐Jahantigh	   et	   al.,	   2012;	  Wei	   et	   al.,	   2013)	   y	   los	  
efectos	   perjudiciales	   de	   la	   diabetes	   mellitus	   (DM)	   como	   la	   micro-­‐angiopatía,	   que	   se	   atribuyen	   a	   la	  
activación	   de	   una	   vía	   pro-­‐apoptótica	   regulada	   por	   el	  miR-­‐155	   en	   los	   precursores	   de	  médula	   ósea	   de	  
estos	  pacientes	  (Spinetti	  et	  al.,	  2013).	  
Finalmente,	  se	  ha	  relacionado	  este	  miRNA	  con	  procesos	  tumorales.	  Está	  muy	  relacionado	  con	  leucemias,	  
encontrándose	   altamente	   expresado	   en	   los	   blastos	   de	   medula	   ósea	   procedentes	   de	   pacientes	   con	  
leucemia	  mieloide	  aguda	  (AML)	  subtipo	  M4	  y	  M5	  (O'Connell	  et	  al.,	  2008).	  Se	  le	  relaciona	  con	  expansión	  
y	   proliferación	   de	   monocitos	   y	   macrófagos	   de	   medula	   ósea	   y	   regula	   ciertas	   dianas	   como	   UT.1,	  
relacionada	  con	  desordenes	  hematopoyéticos	  y	  mielo-­‐proliferativos	  (O’Connell	  et	  al.,	  2008).	  El	  miR-­‐155	  
se	  encuentra	  también	  altamente	  expresado	  en	  varios	  tipos	  de	  tumores	  sólidos	  como	  el	  cáncer	  de	  mama.	  
Hay	  más	   de	   147	  dianas	   reguladas	   por	   este	  miRNA	   relacionadas	   con	   cáncer	   de	   pecho	   e	   implicadas	   en	  
procesos	  de	  apoptosis,	  diferenciación,	  angiogénesis,	  proliferación	  y	  transición	  del	  epitelio	  mesenquimal	  
(Mattiske	  et	  al.,	  2012).	  También	  es	  considerado	   indicador	  de	  mala	  prognosis	  en	  carcinoma	  de	  tiroides	  
(Nikiforova	  et	  al.,	  2008),	  cáncer	  de	  colon,	  cáncer	  cervical	  y	  cáncer	  de	  pulmón.	  
	  
6.2.	  EL	  MICRORNA-­‐721	  
Este	  miRNA	  fue	  identificado	  por	  primera	  vez	  en	  2006	  en	  el	  sistema	  nervioso	  central	  de	  ratón	  (Wheeler	  
et	  al.,	  2006)	  y	  posteriormente	  fue	  descrito	  en	  embriones	  pre-­‐implantados	  de	  ratón	  (Yang	  et	  al.,	  2008).	  
Se	  encuentra	  codificado	  en	  el	  cromosoma	  5	  de	  ratón,	  en	  los	  intrones	  4	  y	  5	  de	  la	  proteína	  CUX1.	  No	  se	  ha	  
descrito	  un	  homólogo	  de	  este	  miRNA	  en	  humano,	  pero	  sí	  que	  se	  ha	  encontrado	  en	  el	  cromosoma	  8	  un	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fragmento	   similar	   al	   de	   ratón	  en	  18	  nucleótidos	  de	   los	   21	  que	  presenta	   la	   secuencia	  madura	  de	  este	  
miRNA	   (Wheeler	   et	   al.,	   2006).	   El	  miR-­‐721,	   por	   su	   homología	   de	   secuencia,	   pertenece	   a	   la	   familia	   de	  
miRNAs-­‐130/301/721,	   que	   se	   ha	   descrito	   que	   intervienen	   en	   la	   generación	   de	   células	   madre	  
pluripotentes	   inducibles	   (IPS)	   a	   través	   de	   la	   represión	   del	   factor	   de	   transcripción	  Meox2	   (Pfaff	   et	   al.,	  
2011)La	  proteína	  Meox2	  es	  un	  factor	  de	  transcripción	  de	  tipo	  Homeobox.	  Su	  regulación	  por	  el	  miR-­‐721	  
se	  produce	  mediante	  la	  degradación	  del	  RNA	  mensajero.	  Se	  relaciona	  esta	  proteína	  con	  el	  desarrollo	  de	  
las	  extremidades	  a	  nivel	  embrionario,	   y	  está	   implicada	  en	   la	   regulación	  del	   ciclo	  celular	  a	   través	  de	   la	  
proteína	   P21	   (Douville	   et	   al.,	   2011).	   Además,	   en	   células	   endoteliales	   es	   un	   regulador	   negativo	   de	   la	  
angiogénesis	  a	  través	  de	  NF-­‐КB	  (Cantile	  et	  al.,	  2008).	  Meox	  2	  en	  el	  contexto	  de	  angiogénesis	  y	  el	  sistema	  
circulatorio	   se	   expresa	   en	   cardiomiocitos,	   células	   vasculares	   de	  musculo	   liso	   (vascular	   smooth	  muscle	  
cells,	  VSMCs),	  fibroblastos	  cardiacos	  y	  células	  endoteliales,	  y	  previene	  la	  proliferación	  de	  la	  vasculatura	  a	  
través	   de	   la	   sobreexpresión	   de	   p21	   y	   p16.	   También	   interviene	   en	   la	   regulación	   de	   la	   función	   de	   los	  
fibroblastos	  a	  través	  de	  TGFb,	  que	  se	  encuentra	  disminuida	  en	  la	  zona	  de	  lesión	  después	  de	  un	  infarto.	  
Su	  sobrexpresión	   favorece	   la	  proliferación	  de	  miofibroblastos	   (Gremel	  et	  al.,	  2011).	  Todos	  estos	  datos	  
parecen	   relacionar	   al	   miR-­‐721	   con	   procesos	   de	   angiogénesis,	   neo-­‐vascularización	   y	   remodelado	  
cardiovascular.	  
	  
7.	  ESTRATEGIAS	  BIOANALÍTICAS	  PARA	  LA	  IDENTIFICACIÓN	  Y	  CUANTIFICACIÓN	  DE	  PROTEÍNAS	  
En	   los	   últimos	   tiempos	   se	  han	  producido	  enormes	   avances	   en	   el	   campo	  de	   la	   biotecnología,	   que	  han	  
resultado	  de	  gran	  ayuda	  en	  el	  campo	  de	   la	   investigación	  biológica.	  En	  concreto,	  el	  avance	  tecnológico	  
experimentado	  por	  la	  espectrometría	  de	  masas	  (mass	  spectrometry,	  MS),	  la	  ha	  convertido	  en	  una	  de	  las	  
alternativas	  más	  prometedoras	  en	  los	  estudios	  de	  biología	  post-­‐genómica.	  En	  este	  ámbito,	  los	  métodos	  
bioanalíticos	  de	   cuantificación	  de	  proteínas	  basados	   en	  marcaje	  metabólico,	   tales	   como	  SILAC	   (Stable	  
Isotope	   Labeling	  by	  Aminoacids	   in	   Cell	   Culture)	   son	  de	  especial	   interés,	   ya	  que	  proporcionan	   una	   alta	  
sensibilidad	  y	  reproducibilidad,	  con	  un	  error	  global	  inferior	  al	  5%,	  lo	  que	  permite	  su	  aplicación	  tanto	  en	  
la	  proteómica	  de	  expresión	  como	  en	  la	  funcional.	  No	  obstante,	  la	  espectrometría	  de	  masas	  per	  se	  no	  es	  
una	   técnica	   cuantitativa,	   ya	   que	   moléculas	   distintas	   proporcionan	   respuestas	   espectrométricas	  
diferentes.	   En	   este	   ámbito,	   los	  métodos	   analíticos	  de	   cuantificación	  de	  proteínas	  basados	   en	  marcaje	  
isotópico	   son	   destacables.	   Además	   de	   para	   identificar	   diferencias	   de	   expresión	   entre	   dos	   muestras	  
celulares	  o	  de	  tejidos,	  resultan	  especialmente	  atractivos	  para	  el	  estudio	  de	  mecanismos	  moleculares	  y	  
de	  cambios	  funcionales	  relevantes	  entre	  dos	  o	  más	  estados	  biológicos.	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Figura	  4:	  Esquema	  de	  trabajo	  de	  un	  experimento	  de	  SILAC.	  Fase	  de	  marcaje	  metabólico	  (A),	  fase	  de	  preparación	  
de	  extractos	  de	  proteína	  (B),	  extracción	  de	  bandas	  de	  gel(C),	  digestión	  con	  tripsina	  (D),	  análisis	  por	  espectómetro	  
de	  masas	   (E)	   y	   análisis	   informático	   de	   los	   datos	   (F	   y	  G).	  Mlec:	  mouse	   lung	   endothelial	   cells.	  WT:	  wild	   type.	   KO:	  
CD69-­‐/-­‐.	  R*:	  arginina	  13C;	  K*:	  lisina	  13C.	  
	  
Dentro	  de	  estos	  métodos	  de	  cuantificación	  se	  puede	  distinguir	  entre	  los	  basados	  en	  marcaje	  metabólico	  
y	  los	  basados	  en	  marcaje	  químico.	  La	  principal	  diferencia	  entre	  ambos	  grupos	  de	  métodos	  es	  la	  etapa	  del	  
proceso	  analítico	  en	  la	  cual	  se	  realiza	  el	  marcaje.	  Mientras	  que	  en	  los	  métodos	  de	  marcaje	  metabólico	  
(SILAC,	  15N)	  (Ong	  et	  al.,	  2002)	  éste	  se	  realiza	  antes	  de	  comenzar	  el	  tratamiento	  de	  muestra	  (purificación,	  
fraccionamiento,	   digestión,	   etc.),	   el	  marcaje	  químico	   se	   realiza	   a	   nivel	   de	  proteínas	   (DIGE,	   ICAT,	   ICPL)	  
(Marouga	  et	  al.,	  2005;	  Turecek,	  2002)	  o	  de	  péptidos	  (iTRAQ,	  18O)	  (Canas	  et	  al.,	  2006;	  Lopez-­‐Ferrer	  et	  al.,	  
2006;	  Zieske,	  2006),	  lo	  que	  conlleva	  que	  las	  muestras	  a	  comparar	  deben	  ser	  tratadas	  por	  separado	  hasta	  
el	   punto	   en	   el	   que	   se	   realiza	   el	  marcaje.	   Esto	   implica	   que	   cualquier	   error	   introducido	   durante	   dicho	  
tratamiento	   de	   muestra	   se	   verá	   reflejado	   en	   los	   resultados	   finales,	   incrementando,	   por	   tanto,	   la	  
dificultad	   de	   discernir	   si	   la	   diferencia	   final	   de	   expresión	   proteica	   observada	   es	   consecuencia	   de	   la	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diferencia	   intrínseca	   entre	   los	   estados	   biológicos	   que	   se	   están	   comparando,	   o	   es	   debida	   a	   un	   error	  
introducido	   durante	   las	   operaciones	   previas	   del	   proceso	   analítico.	   Este	   problema	   es	   especialmente	  
importante	  cuando	  las	  diferencias	  esperadas	  entre	   los	  sistemas	  que	  se	  están	  comparando	  no	  son	  muy	  
grandes,	  o	  cuando	  los	  tratamientos	  de	  muestra	  que	  se	  requieren	  conllevan	  una	  alta	  variabilidad.	  Éste	  es	  
el	  caso	  de	  muchos	  de	  los	  métodos	  de	  fraccionamiento	  y	  purificación	  celular	  usados	  normalmente,	  tales	  
como	   el	   fraccionamiento	   nuclear	   o,	   aún	   en	  mayor	   grado,	   la	   inmunoprecipitación.	   Dicho	   problema	   es	  
inexistente	   en	   el	   caso	   de	   los	   métodos	   de	   marcaje	   metabólico,	   ya	   que	   la	   mezcla	   de	   las	   muestras	   a	  
comparar	   es	   previa	   al	   propio	   tratamiento	   de	   muestra,	   de	   forma	   que	   cualquier	   error	   que	   pueda	   ser	  
introducido	  durante	  estas	  etapas	  no	  se	  reflejará	  en	  los	  resultados	  finales.	  Otra	  ventaja	  de	  los	  métodos	  
metabólicos	  es	  que	  aseguran	  una	  eficacia	  del	  marcaje	  del	  100%.	  Los	  métodos	  de	  marcaje	  químico,	  por	  el	  
contrario,	  implican	  una	  etapa	  de	  derivatización	  que	  podría	  no	  ser	  completa,	  lo	  que	  supone	  una	  potencial	  
introducción	  de	  productos	  secundarios	  que	  limitarían	  la	  sensibilidad	  del	  análisis.	  La	  principal	  desventaja	  
de	   los	  métodos	  metabólicos	  respecto	  de	   los	  métodos	  químicos	  es	  que,	  mientras	   los	  segundos	  pueden	  
aplicarse	  a	  cualquier	  proteoma	  (células,	  tejidos,	  fluidos,	  etc.),	  el	  marcaje	  metabólico	  está	  limitado	  al	  uso	  
de	   sistemas	   vivos,	   principalmente	   cultivos	   celulares.	   No	   obstante,	   actualmente	   se	   está	   ampliando	   su	  
campo	   de	   aplicación	   a	   cultivos	   primarios	   (Spellman	   et	   al.,	   2008)	   e	   incluso	   a	   organismos	   completos	  
(Kruger	  et	  al.,	  2008).	  
	  
7.1.	  PROTEÓMICA	  Y	  ANGIOGÉNESIS	  
En	  los	  últimos	  tiempos	  los	  avances	  en	  proteómica	  basados	  en	  la	  MS	  han	  resultado	  ser	  de	  gran	  utilidad	  a	  
la	   hora	   de	   entender	   el	   comportamiento	   de	   las	   células	   endoteliales	   y	   se	   postula	   que	   la	   proteómica	  
moderna	  puede	  suponer	  un	  gran	  impulso	  para	  avanzar	  en	  el	  campo	  de	  la	  angiogénesis	   (Zanivan	  et	  al.,	  
2012).	  En	  2003	  se	  publicó	  el	  primer	  estudio	  proteómico	  en	  HUVECS	  (Human	  Umbilical	  Vein	  Endothelial	  
Cells);	  en	  el	  que	  se	  identificaron	  53	  proteínas	  de	  lisado	  de	  éstas	  células	  mediante	  TOF	  MS	  (Bruneel	  et	  al.,	  
2005),	   varios	   años	   más	   tarde	   el	   número	   de	   proteínas	   aumentó	   a	   162	   de	   las	   cuales	   8	   estaban	  
diferencialmente	  expresadas	  después	  de	  un	  estímulo	  pro-­‐apoptótico	  (Bruneel	  et	  al.,	  2005)	  después	  de	  
esto	   la	   MS	   se	   convirtió	   en	   una	   técnica	   de	   gran	   importancia	   en	   el	   campo	   de	   la	   angiogénesis	   y	   en	  
particular	   en	   la	   biología	   de	   las	   células	   endoteliales.	   Hay	  muchos	   estudios	   que	   comparan	   cambios	   en	  
patrones	  de	  expresión	  de	  proteínas	  en	  las	  células	  endoteliales	  en	  diferentes	  estados,	  el	  más	  ambicioso	  
ha	  llegado	  a	  detectar	  5000	  proteínas,	  de	  las	  cuales	  cientos	  de	  ellas	  estaban	  diferencialmente	  expresadas	  
en	   respuesta	   a	   factores	   inflamatorios	   como	   TNFa,	   INFg	   y	   IL1-­‐b	   (Gautier	   et	   al.,	   2014).	   Otros	   estudios,	  
usando	   la	   técnica	   de	   marcaje	   estable	   con	   O18,	   han	   encontrado	   3800	   proteínas	   diferencialmente	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expresadas	  en	  HUVECS	  en	  respuesta	  al	  factor	  pro-­‐angiogénico	  VEGF,	  algunas	  de	  las	  cuales	  no	  se	  habían	  
descrito	  nunca	  como	  dependientes	  de	  este	  factor	  (Jorge	  et	  al.,	  2009).	  
La	  MS	  ha	  avanzado	  de	  tal	  modo	  que	  permite	   identificar,	  de	  manera	  muy	  precisa,	  modificaciones	  post-­‐
traduccionales	  en	  las	  proteínas,	  esto	  es	  también	  de	  gran	  interés	  en	  el	  campo	  de	  la	  angioénesis,	  ya	  que	  
las	  modificaciones	  post-­‐traduccionales	  son	  críticas	  a	   la	  hora	  de	  regular	   la	  función	  y	   los	  mecanismos	  de	  
acción	  en	  las	  células	  endoteliales.	  Se	  han	  encontrado	  1288	  sitios	  de	  fosforilación	  en	  células	  endoteliales	  
tratadas	  con	  angiotensina	  I	  y	  han	  servido	  para	  establecer	  una	  conexión	  entre	  la	  angiotensina	  y	  el	  factor	  
de	  transcripción	  FOXO	  I	  (Verano-­‐Braga	  et	  al.,	  2012).	  
Otro	  de	  los	  esfuerzos	  en	  los	  avances	  en	  la	  tecnología	  de	  la	  MS	  están	  dirigidos	  a	  analizar	  la	  composición	  
de	  proteínas	  en	  los	  diferentes	  compartimentos	  sub-­‐célulares	  llegando	  incluso	  a	  analizarse	  el	  secretoma	  
producido	   por	   las	   células	   endoteliales	   en	   cultivo	   (Burghoff	   and	   Schrader,	   2011).	   Este	   estudio	   ha	   sido	  
muy	  importante	  para	  conocer	  los	  mecanismos	  de	  comunicación	  paracrina	  entre	  las	  células	  endoteliales	  
y	  las	  células	  presentes	  en	  el	  estroma,	  llegándose	  a	  demostrar	  que	  en	  función	  de	  las	  proteínas	  o	  péptidos	  
secretados	  se	  puede	  regular	  incluso	  la	  proliferación	  de	  tumores	  (Franses	  and	  Edelman,	  2011).	  
Los	   últimos	   avances	   en	   MS	   de	   alta	   resolución	   y	   la	   exactitud	   del	   método	   de	   cuantificación	   que	   nos	  
proporciona	   la	   técnica	   de	   SILAC,	   los	   postula	   como	   métodos	   candidatos	   para	   avanzar	   en	   los	  
conocimientos	  en	  el	  campo	  de	  la	  angiogénesis	  y	  de	  las	  células	  endoteliales.	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II.	  MATERIALES	  Y	  MÉTODOS	  
	  
1.	  ANIMALES	  UTILIZADOS	  EN	  EL	  ESTUDIO	  
Los	  ratones	  CD69-­‐/-­‐	  (Knock	  out	  para	  el	  gen	  CD69)	  fueron	  generados	  en	  el	  fondo	  129/Sv	  (Lauzurica	  et	  al.,	  
2000)	  y	  se	  retrocruzaron	  durante	  al	  menos	  12	  generaciones	  con	  animales	  de	  fondo	  genético	  C57BL/6	  y	  
BALB/c	  (Martin	  et	  al.,	  2010a),.	  Para	  los	  experimentos	  de	  asma	  tolerogénico	  in	  vivo,	  se	  utilizaron	  hembras	  
CD69+/+	  y	  CD69-­‐/-­‐,	  de	  10	  a	  12	  semanas	  de	  edad,	  en	  el	  fondo	  genético	  BALB/c.	  Los	  ratones	  C57BL/6	  Ly5.1	  
(CD45.1+)	   se	   adquirieron	   en	   el	   Laboratorio	   Jackson	   (B6.SJL-­‐Ptprca	   	   Pepcb/BoyJ:	   002014).	   Los	   ratones	  
Rag2-­‐/-­‐	  γc-­‐/-­‐	   (Knock	   out	   para	   los	   genes	   Rag	   2y	   e	   IL2rγ)	   fueron	   cedidos	   por	   la	   Dra.	  María	   Luisa	   Toribio	  
(Centro	  de	  Biología	  Molecular,	  CSIC),	  se	  cruzaron	  con	  ratones	  C57BL/6	  CD69-­‐/-­‐,	  para	  generar	  ratones	  con	  
el	  genotipo	  Rag2	  WT	  	  y	  dobles	  knock	  out	  para	  IL2rγ-­‐/-­‐/CD69-­‐/-­‐.	  
Los	  ratones	  doble	  reporteros	  (DR)	  FoxP3-­‐mRFP/IL17e-­‐GFP	  también	  con	  fondo	  genético	  C57BL/6	  fueron	  
generados	   y	   cedidos	  por	  el	   laboratorio	  del	   doctor	  Richard	   Flavell	   (Yale	  University	   School	  of	  Medicine,	  
400	   New	   Haven,	   CT).	   Los	   animales	   DR	   se	   cruzaron	   con	   los	   ratones	   C57BL/6	   CD69-­‐/-­‐	   para	   generar	   los	  
animales,	   Foxp3-­‐mRFP/IL17	   e-­‐GFP/CD69+/-­‐	   (heterocigotos	   para	   el	   gen	   CD69),	   y	   Foxp3-­‐mRFP/IL17	   e-­‐
GFP/CD69-­‐/-­‐	   (KO	   para	   el	   gen	   de	   CD69),	   hermanos	   de	   camada.	   Esta	   cepa	   de	   ratones	   doble	   reportero	  
Foxp3-­‐mRFP/IL-­‐17	   e-­‐GFP	   se	   caracteriza	   por	   llevar	   insertado	   en	   el	   locus	   del	   gen	   Foxp3	   una	   proteína	  
fluorescente	  roja	  monomérica	  y	  en	  el	  locus	  de	  IL17	  una	  proteína	  fluorescente	  verde	  que	  se	  expresan	  en	  
una	   sola	   copia	   a	   la	   par	   que	   se	   expresan	   los	   genes	   de	   Foxp3	   e	   IL17,	   constituyendo	   una	   herramienta	  
fundamental	  para	  seguir	  la	  expresión	  de	  estos	  genes.	  Los	  ratones	  Mirn155-­‐/-­‐	  fueron	  proporcionados	  por	  
la	   Dra.	   Rinako	   Nakagawa	   (Instituto	   Francis	   Crick,	   Londres).	   Todos	   los	   animales	   fueron	   alojados	   y	  
utilizados	   en	   las	   instalaciones	   del	   CNIC	   en	   la	   zona	   libre	   de	   patógenos	   específicos	   (SPF).	   Los	  
procedimientos	  con	  animales	  fueron	  aprobados	  por	  el	  comité	  ético	  de	  experimentación	  animal	  del	  CNIC	  
y	  de	   la	  Comunidad	  Autónoma	  de	  Madrid	  y	  realizados	  de	  conformidad	  con	   las	  directrices	  que	  marca	  el	  
Instituto	  Europeo	  de	  Salud;	  Directiva	  407	  2010/63/UE	  del	  Parlamento	  Europeo	  relativa	  a	   la	  protección	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2.	  CIRUGÍAS	  Y	  PROCEDIMIENTOS	  ANIMALES	  
	  
2.1.	  RATONES	  URÉMICOS	  Y	  TRATAMIENTO	  CON	  PDF	  
Para	   generar	   la	   uremia,	   se	   realizó	   una	   nefrectomía	   de	   5/6.	   Los	   animales	   fueron	   anestesiados	   por	  
inhalación	  con	  4%	  de	  isoflurano	  y	  2%	  de	  oxígeno.	  Para	  la	  analgesia	  se	  inyectó	  por	  vía	  intramuscular	  0,05-­‐
0,1	  mg/kg	  de	  buprenorfina	  (Temgesic)	  de	  15	  a	  30	  minutos	  antes	  de	  la	  cirugía.	  Al	  animal	  anestesiado	  se	  le	  
afeitó	  el	  abdomen	  y	  se	  le	  colocó	  en	  una	  almohadilla	  calefactora.	  Después	  de	  la	  preparación	  del	  animal,	  
se	  le	  realizó	  una	  incisión	  en	  la	  línea	  media	  ventral	  a	  través	  de	  la	  piel,	  seguida	  de	  una	  incisión	  a	  lo	  largo	  de	  
la	   línea	  alba,	   después	  de	  ambas	   incisiones	   y	  mediante	   laparotomía,	   el	   riñón	   izquierdo	   se	   liberó	  de	   su	  
cápsula	  con	  pinzas	  de	  cirugía	  y	  algodones	  mojados.	  En	  este	  punto,	  el	  riñón	  pudo	  ser	  fácilmente	  colocado	  
sobre	  una	  almohadilla	  para	  heridas,	   situada	  en	   la	  parte	   superior	  del	  peritoneo.	  Con	  el	   riñón	  colocado	  
sobre	   la	   almohadilla,	   se	   eliminó	   con	   una	   cuchilla	   eléctrica	   monopolar	   su	   tercera	   parte	   anterior	   y	   su	  
tercera	   parte	   posterior,	   el	   tercio	   restante	   del	   riñón	   izquierdo	   se	   volvió	   a	   colocar	   en	   la	   cavidad	  
abdominal.	  Siguiendo	  el	  mismo	  procedimiento,	  el	   riñón	  derecho	  se	   retiró	  de	   la	  cavidad	  abdominal,	   se	  
liberó	  de	  su	  cápsula	  y	  se	  realizó	  una	  ligadura	  total	  con	  sutura	  insoluble	  que	  incluye	  la	  vena	  del	  riñón,	  la	  
arteria	  y	  la	  uretra.	  Después	  de	  la	  ligadura,	  el	  riñón	  derecho	  se	  extirpó	  del	  cuerpo	  (Figura	  5).	  
Para	  analizar	  la	  uremia	  en	  los	  animales	  se	  extrajeron	  200	  µl	  de	  sangre	  mediante	  punción	  facial	  antes	  de	  
la	   nefrectomía,	   y	   los	   días	   10	   y	   54	   post-­‐nefrectomía.	   Se	   analizaron	   los	   niveles	   de	   urea	   y	   creatinina	  
presentes	  en	  el	  suero,	  usando	  el	  equipo	  Dimension	  RxL	  Max	  Integrated	  Chemistry	  System.	  
La	   implantación	   del	   catéter	   para	   el	   tratamiento	   con	   el	   fluido	   peritoneal	   se	   realizó	   como	   se	   indica	  
anteriormente	   (Gonzalez-­‐Mateo	   et	   al.,	   2008)	   y	   en	   el	   caso	   de	   los	   animales	   nefrectomizados,	   dicha	  
implantación	   se	   realizó	   10	   días	   después	   de	   la	   nefrectomía	   (Figura	   5).	   El	   tratamiento	   con	   el	   fluido	  
peritoneal	   (PDF-­‐4,	   25%	   de	   glucosa,	   pH	   5.5,	   Stay	   Safe;	   FreseniusMedical	   Care)	   se	   realizó	   diariamente	  
durante	  40	  días	  con	  2	  ml	  de	  PDF	  por	  animal	  en	  todos	  los	  grupos	  experimentales	  (animales	  WT	  y	  CD69-­‐/-­‐,	  
10	  animales	  por	  grupo;	  animales	  WT	  y	  CD69-­‐/-­‐	  nefrectomizados	  de	  8	  a	  10	  animales	  por	  grupo	  y	  quimeras	  
hematopoieticas	  Rag2-­‐/-­‐gc-­‐/-­‐	  CD69+/+	  ó	  CD69-­‐/-­‐	  10	  animales	  por	  grupo).	  El	   tratamiento	  con	  el	  anticuerpo	  
2.2	  ó	  el	  control	  de	  isotipo	  2.8	  se	  realizó	  con	  100	  µg	  de	  anticuerpo	  diluido	  en	  el	  fluido	  peritoneal	  cada	  2	  
días,	  durante	  los	  40	  días	  que	  dura	  el	  tratamiento.	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Figura	  5.	  Generación	  de	  ratones	  urémicos.	  La	  figura	  ilustra	  una	  nefrectomía	  de	  5/6	  realizada	  por	  laparatomía	  del	  
riñón	  derecho	  y	  posterior	  daño	  de	  2/3	  del	  riñón	  izquierdo	  mediante	  una	  cuchilla	  eléctrica.	  El	  riñón	  con	  el	  daño	  se	  
introdujo	   de	   nuevo	   en	   la	   cavidad	   peritoneal	   antes	   del	   tratamiento	   con	   el	   líquido	   de	   diálisis,	   que	   se	   administró	  
mediante	  la	  implantación	  de	  un	  catéter	  peritoneal.	  
	  
	  
2.2	  ANÁLISIS	  DE	  CITOQUINAS	  
Una	  vez	  terminado	  el	  tratamiento	  de	  los	  animales	  sometidos	  a	  PDF,	  se	  lavó	  su	  cavidad	  peritoneal	  con	  2	  
ml	   de	   solución	   salina.	   Inmediatamente	   después,	   los	   ratones	   se	   sacrificaron	   y	   se	   recolectó	   su	   lavado	  
peritoneal.	  La	  solución	  se	  centrifugó,	  y	  el	  sobrenadante	  se	  analizó	  para	  ver	  la	  producción	  de	  citoquinas	  y	  
quimiocinas	   mediante	   citometría	   de	   flujo,	   utilizando	   la	   Técnica	   FlowCytomix	   (Bender	   MedSystems	  
GmbH).	  Los	  datos	  fueron	  analizados	  con	  el	  software	  FlowCytomix	  Pro	  2.2	  (Bender	  MedSystems	  GmbH).	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2.3	  QUIMERAS	  DE	  MÉDULA	  OSEA	  
QUIMERAS	  MIXTAS	  PARA	  EL	  TRATAMIENTO	  CON	  PDF	  
Hembras	  WT	  y	  CD69-­‐/-­‐	  de	  entre	  10-­‐12	  semanas	  de	  edad,	  fueron	  irradiadas	  letalmente	  con	  dos	  dosis	  de	  
6.5	  Gy,	  24	  horas	  más	   tarde	  se	   las	  administró	  por	  vía	   intravenosa	  4x106	  células	  de	  BM	  procedentes	  de	  
animales	  Rag2-­‐/-­‐gc-­‐/-­‐	  y	  animales	  CD69-­‐/-­‐	  ó	  CD69+/+mezcladas	  en	  una	  proporción	  de	  3:1,	  respectivamente.	  
Antes	  del	  tratamiento	  con	  PDF	  durante	  40	  días	  se	  esperaron	  10	  semanas	  para	   la	  reconstitución	  de	   los	  
progenitores	  de	  médula	  ósea.	  
QUIMERAS	  PARA	  LOS	  EXPERIMENTOS	  DE	  DIFERENCIACIÓN	  DE	  TTREG	  
Las	  hembras	  receptoras	  Rag2-­‐/-­‐gc-­‐/-­‐	  de	  8	  a	  12	  semanas	  de	  edad	  fueron	  irradiadas	  con	  una	  dosis	  sub-­‐letal	  
de	  0.6	  Gy	  de	  radiación	  γ.	  Al	  día	  siguiente	  de	   la	   irradiación	  se	   les	  administró	  de	  forma	   intravenosa	  una	  
mezcla	  1:1	  de	  células	  de	  médula	  ósea	  de	  animales	  Foxp3	  mRFP/CD69+/+/CD45.1	  y	  Foxp3	  mRFP/CD69-­‐/-­‐
/CD45.2.	   Se	   esperó	   al	   menos	   10	   semanas	   para	   la	   reconstitución,	   y	   la	   contribución	   de	   los	   diferentes	  
precursores	  de	  la	  médula	  ósea	  de	  los	  donantes	  se	  determinó	  por	  FACS.	  
QUIMERAS	  TOTALES	  C57BL/6	  PARA	  LOS	  EXPERIMENTOS	  DE	  ISQUEMIA	  
Hembras	  receptoras	  C57BL/6	  WT	  para	  CD69	  de	  8	  a	  12	  semanas,	   fueron	   irradiadas	   letalmente	  con	  dos	  
dosis	  de	  radiación	  γ	  de	  6.5	  Gy.	  El	  día	  después	  de	  la	  irradiación	  se	  les	  administró	  por	  vía	  intravenosa	  106	  
precursores	   de	   medula	   ósea	   procedentes	   de	   animales	   Foxp3-­‐mRFP/IL17e-­‐GFP/CD69+/+	   ó	   Foxp3-­‐
mRFP/IL17e-­‐GFP/CD69-­‐/-­‐.	   Después	   del	   tiempo	   necesario	   para	   la	   reconstitución	   y	   tras	   comprobar	   su	  
correcta	  reconstitución,	  se	  procedió	  a	  realizar	  la	  isquemia	  en	  la	  extremidad	  posterior	  izquierda.	  	  
QUIMERAS	  MIXTAS	  RAG2-­‐/-­‐gC-­‐/-­‐	  PARA	  LOS	  EXPERIMENTOS	  DE	  ISQUEMIA	  
Las	  hembras	  receptoras	  Rag2-­‐/-­‐gc-­‐/-­‐	  de	  ocho	  a	  doce	  semanas	  de	  edad	  fueron	  irradiadas	  con	  una	  dosis	  de	  
0.6	  Gy	  de	  radiación	  γ,	  al	  día	  siguiente	  a	  la	  irradiación	  se	  les	  administró	  de	  forma	  intravenosa	  106	  células	  
de	   precursores	   de	   médula	   ósea	   de	   animales	   Rag2-­‐/-­‐gc-­‐/-­‐	   y	   de	   precursores	   Foxp3-­‐mRFP/IL17	   e-­‐
GFP/CD69+/+	  ó	  	  Foxp3-­‐mRFP/IL17	  e-­‐GFP/CD69-­‐/-­‐	  mezcladas	  en	  una	  proporción	  3:1,	  respectivamente.	  Tras	  
el	  tiempo	  necesario	  para	  la	  reconstitución,	  unas	  10	  semanas,	  se	  analizó	  por	  FACS	  la	  contribución	  de	  los	  
diferentes	   precursores	   de	   médula	   ósea	   de	   los	   donantes.	   Si	   los	   niveles	   de	   poblaciones	   linfoides	   y	  
mieloides	  fueron	  correctos,	  se	  sometió	  al	  animal	  al	  proceso	  de	  isquemia.	  En	  estas	  quimeras	  el	  endotelio	  
y	  el	  componente	  mieloide	  es	  WT	  para	  CD69,	  siendo	  el	  componente	  linfoide	  CD69+/+	  o	  CD69-­‐/-­‐,	  por	  lo	  que	  
este	  tipo	  de	  quimeras	  son	  ideales	  para	  el	  estudio	  del	  papel	  de	  CD69	  en	  el	  compartimento	  linfoide	  en	  los	  
procesos	  de	  neovascularización.	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2.4	   EXPERIMENTOS	   DE	   ASMA	   TOLEROGÉNICA	   CON	   ANTÍGENO	  NO	   PATÓGENO	   Y	  ADOPTIVE	   TRANSFER	   DE	   CÉLULAS	  
ITREG	  O	  PTREG	  
Para	  analizar	   la	   función	   in	  vivo	  de	   las	  Treg,	   se	  utilizó	  el	  modelo	  de	   tolerancia	  a	  antígeno	  no	  patógeno	  
descrito	  por	  de	  Heer	  et	  al.,	  2004.	  El	  día	  0	  del	  experimento,	  se	  inyectó	  intratraqueal	  800	  μg	  de	  OVA	  libre	  
de	   LPS	   (Calbiochem)	   a	   los	   ratones	   BALB/c	   CD69+/+	   o	   BALB/c	   CD69-­‐/-­‐.	   El	   día	   19	   del	   experimento	   se	  
inyectaron	   los	   animales	   receptores	   con	   5×106	   células	   iTregs	   diferenciadas	   in	   vitro	   o	   con	   2×105	   pTreg	  
purificadas	   mediante	   sorting.	   El	   día	   20	   de	   el	   experimento,	   los	   ratones	   recibieron	   durante	   3	   días	  
consecutivos	  y	  por	  un	  periodo	  de	  30	  min,	  3	  aerosoles	  de	  OVA	  (10mg/ml	  en	  PBS	  o	  PBS	  como	  control),	  
usando	   un	   nebulizador.	   Las	   células	   Treg	   se	   diferenciaron	   cómo	   se	   describe	   en	   el	   apartado	   de	  
diferenciación	  de	  células	  Treg	  específico	  para	  éste	  experimento.	  La	  purificación	  de	   las	  células	  pTreg	  se	  
realizó	  de	  bazos	  y	  se	  separaron	  por	  sorting	  las	  células	  CD4+	  CD25+	  CD69+	  o	  CD69-­‐.	  
	  
2.5	  IN	  VIVO	  FMT	  1500	  
Los	   ratones	   se	   inyectaron	  de	   forma	   intravenosa	  con	  4	  nmoles	  de	   sonda	  Neutrophil	  Elastase	  680	  FAST	  
(PerkinElmer,	  Inc.).	  Las	  imágenes	  se	  tomaron	  in	  vivo	  utilizando	  el	  tomógrafo	  de	  fluorescencia	  molecular	  
FMT	  1500	  (PerkinElmer,	  Inc.).	  Los	  datos	  de	  fluorescencia	  recogidos	  se	  analizaron	  mediante	  la	  versión	  1.1	  
del	   software	   del	   sistema	   FMT	   2500,	   que	   cuantifica	   de	   manera	   tridimensional	   la	   cantidad	   total	   de 
fluorescencia	  emitida	  en	  el	  pulmón,	  obteniendo	  un	  valor	  de	  la	  concentración	  de	  la	  sonda	  en	  picomoles. 
	  
2.6	  CULTIVOS	  DE	  LÓBULOS	  DE	  TIMO	  FETAL	  
Se	  retiraron	  los	  úteros	  de	  los	  ratones	  hembra	  en	  los	  tiempos	  gestacionales	  apropiados,	  y	  los	  embriones	  
se	  colocaron	  en	  una	  placa	  de	  Petri	  con	  PBS	  frío	  para	  la	  extracción	  de	  los	  embriones	  y	  posteriormente	  los	  
lóbulos	  de	   los	   timos.	  Para	  cultivar	   los	   lóbulos	  de	  timo	  fetal,	   se	  colocaron	   filtros	  de	  0,8	  μm	  de	  poro	  de	  
membrana	   de	   nitrocelulosa	   (Millipore)	   sobre	   esponjas	   Gelfoam	   de	   12-­‐7	   mm	   embebidas	   en	   medio	  
IMDM,	  atemperado	  y	  suplementado	  con	  FCS	  al	  10%,	  L-­‐glutamina,	  antibióticos	  y	  β-­‐mercaptoetanol.	  
Los	  FTOCs	  se	  mantuvieron	  de	  4	  a	  14	  días	  en	  cultivo,	   reemplazado	  el	  medio	  cada	  3	  días.	  El	  anticuerpo	  
monoclonal	   anti-­‐CD69	   (2.2)	   o	   el	   anticuerpo	   control	   de	   isotipo	   (2.8)	   se	   añadió	   (50	  µg/ml)	   al	  medio	  de	  
cultivo	  y	  se	  reemplazó	  cada	  3	  días.	  Al	  final	  del	  periodo	  de	  cultivo,	  se	  prepararon	  suspensiones	  celulares	  a	  
partir	  de	  los	  lóbulos	  de	  timo	  que	  se	  analizaron	  por	  FACS.	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2.7.	   ISQUEMIA	   DE	   LAS	   EXTREMIDADES	   POSTERIORES.	   MODELO	   DE	   ENFERMEDAD	   ARTERIAL	   PERIFÉRICA	  
(PAD)	  
	  
Los	  animales	  se	  anestesiaron	  por	  inhalación	  de	  isofluorano.	  Se	  realizó	  una	  incisión	  en	  la	  porción	  media	  
de	  la	  extremidad	  posterior	  izquierda,	  y	  se	  descubrió	  la	  arteria	  femoral	  (Figura	  6).	  La	  parte	  proximal	  de	  la	  
arteria	  femoral	  y	  la	  porción	  distal	  de	  la	  arteria	  safena	  se	  ligaron	  y	  se	  retiró	  el	  fragmento	  de	  arteria	  entre	  
ambas	  ligaciones.	  La	  neovascularización	  se	  evaluó	  en	  los	  días	  1,	  3,	  7,	  14,	  21	  y	  28	  después	  de	  la	  isquemia	  
(Figura	   6)	  mediante	   Lasser	   Doppler	   (Moor	   LDI	   2	   IR	   y	   analizadas	   con	   el	   software	   de	   análisis	  moor	   LDI	  
Windows	   based	   control,	   processing	   and	   analysis).	   Este	  método	   nos	   permitió	   evaluar	   la	   perfusión	   del	  
miembro	  después	  de	  la	  lesión	  isquémica,	  expresado	  en	  forma	  del	  ratio	  isquemia/reperfusión,	  en	  el	  que	  
se	  relacionan	  el	  miembro	  isquémico	  y	  no	  isquémico	  del	  mismo	  animal.	  La	  técnica	  de	  Lasser	  Doppler	  se	  
aplica	  para	  la	  monitorización	  del	  flujo	  sanguíneo,	  en	  muchas	  ramas	  de	  la	  medicina	  y	  la	  fisiología.	  Se	  basa	  
en	   la	   aplicación	   de	   un	   haz	   de	   luz	   láser	   de	   bajo	   poder	   energético	   sobre	   la	   piel	   y	   otros	   tejidos.	   Los	  
movimientos	  de	   las	  partículas	   sanguíneas,	  presentes	  en	   la	   red	  microvascular	  de	   la	   zona	  monitorizada,	  
causan	  un	  efecto	  Doppler	  sobre	  el	  haz	  de	  luz,	  que	  es	  medido	  y	  recogido	  por	  un	  receptor	  que	  procesa	  la	  
información.	  La	  transformación	  de	  la	  información	  en	  un	  código	  de	  colores,	  se	  representa	  en	  un	  monitor,	  
generándose	   un	   mapa	   de	   intensidades	   de	   flujo	   que	   permite	   una	   fácil	   interpretación	   visual	   y	   su	  
cuantificación	  para	  comparar	   las	  áreas	  problema	  con	   las	  áreas	  control.	  Las	  medidas	  de	  flujo	  periférico	  
(peripheral	   flows	   FP)	   se	   representa	   en	   Flux	   que	   son	   unidades	   arbitrarias	   comunes	   para	   todos	   los	  
aparatos	   que	   realizan	   éste	   tipo	   de	   medidas	   y	   que	   se	   calibran	   usando	   una	   señal	   de	   flujo	   estándar	  
generada	  en	  condiciones	   igualitarias.	  En	  el	  caso	  concreto	  de	   las	  medidas	  que	  hemos	  realizado	  en	  este	  
trabajo,	   en	   el	   que	   queremos	   analizar	   diferencias	   de	   flujo	   locales	   entre	   distintas	   zonas	   y	   que	   además	  
tienen	  que	  ser	  comparadas	  con	  exploraciones	  consecutivas	  en	  igualdad	  de	  condiciones,	  hemos	  usado	  las	  
unidades	  relativas	  RU,	  que	  calcula	  el	  flujo	  en	  función	  la	  media	  de	  los	  valores	  reales	  de	  flujo	  obtenidos	  en	  
un	  espacio	  y	  tiempo	  determinados	  (J.R.	  González-­‐Escalada,	  1999).	  Por	  otra	  parte,	  la	  neovascularización	  
se	  evaluó	  por	  inmunohistoquímica	  una	  vez	  sacrificado	  el	  animal	  mediante	  el	  marcaje	  con	  anti-­‐CD31	  que	  
permitió	  evaluar	  la	  formación	  de	  nuevos	  vasos	  en	  el	  músculo	  abductor	  izquierdo	  del	  animal;	  el	  músculo	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Figura	   6.	   Esquema	   representativo	   de	   un	   experimento	   estándar	   de	   isquemia	   de	   la	   arteria	   femoral	   y	  
monitorización	  del	  proceso	  de	  revascularización	  del	  músculo	  abductor.	  Se	  analizaron	  los	  ratones	  a	  día	  1,	  7,	  14,	  21	  
y	  28	  después	  de	   la	  cirugía	  por	  Laser	  Doppler	  y	  se	   tomaron	  muestras	  de	  sangre	  para	  el	  análisis	  de	   las	   respuestas	  
Th17/Tregs	  por	  FACS,	  y	  de	  suero	  para	  analizar	  el	  contenido	  en	  miRNAs.	  En	   la	  mayoría	  de	  experimentos,	  si	  no	  se	  
indica	   lo	  contrario,	   se	  sacrificaron	   los	   ratones	  a	  día	  28	  y	   se	   tomaron	  muestras	  de	  sangre	   (linfocitos	  periféricos	  y	  
suero),	  ganglios	  linfoides	  y	  músculo.	  A:	  arteria,	  V:	  vena,	  N:	  nervio.	  
	  
	  
3.	  PRODUCCIÓN	  DEL	  ANTICUERPO	  2.2	  Y	  SU	  CONTROL	  DE	  ISOTIPO	  2.8	  
El	  anticuerpo	  murino	  mAb-­‐2.2	  (IgG1-­‐K),	  específico	  para	  CD69	  de	  ratón,	  fue	  generado	  como	  se	  describe	  
en	  Esplugues	  et	  al.,	  2003.	  Se	  purificó	  a	  partir	  de	  sobrenadantes	  concentrados	  del	  hibridoma	  productor	  
usando	  una	  columna	  de	  proteína	  G	  (GE),	  una	  vez	  purificado	  el	  anticuerpo	  se	  dializó	  ampliamente	  contra	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4.	  TINCIONES	  CELULARES	  Y	  ANÁLISIS	  DE	  FACS	  
	  
4.1	  MARCAJES	  DE	  CITOMETRÍA	  USADOS	  EN	  LOS	  EXPERIMENTOS	  DE	  TRATAMIENTO	  CON	  PDF	  
Las	   suspensiones	   celulares	   obtenidas	   de	   lavado	   peritoneal	   se	   tiñeron	   en	   tampón	   de	   FACS	   (PBS,	   BSA	  
0,5%,	   EDTA	   0.5µM,	   NaN3	   0,1%)	   con	   anticuerpos	   específicos	   de	   ratón	   conjugados	   con	   diferentes	  
fluorocromos	   CD3,	   CD45,	   CD4,	   CD8a,	   B220,	   CD11c,	   CD11b,	   Ly6C,	   CD69,	   Ly6G,	   IFN-­‐γ,	   IL-­‐4	   e	   IL-­‐17	   (BD	  
Biosciences)	  y	  FoxP3	  (eBiosciences).	  
Antes	  de	  la	  tinción	  intracelular	  para	  IL17,	  IFN-­‐γ	  e	  IL-­‐4,	  las	  células	  fueron	  re-­‐estimuladas	  durante	  4	  horas	  
con	  50	  ng/ml	  de	  PMA,	  500	  ng/ml	  de	  ionomicina	  en	  presencia	  de	  1	  mg/ml	  de	  Brefeldina	  A.	  Después	  de	  la	  
estimulación	   se	   procedió	   primero	   a	   la	   fijación	   celular	   con	   paraformaldehido	   al	   2%	   en	   PBS	   y	   a	   su	  
posterior	   permeabilización	   con	   saponina	   al	   0.5%	   en	   tampón	   de	   FACS.	   Para	   la	   tinción	   intracelular	   de	  
Foxp3,	  se	  utilizó	  el	  kit	  de	  tinción	  Foxp3	  (eBioscience).	  	  
4.2	  TINCIONES	  CELULARES	  REALIZADAS	  PARA	  ANALIZAR	  LA	  FUNCIÓN	  Y	  DIFERENCIACIÓN	  DE	  CÉLULAS	  TREG	  	  
Para	  el	  análisis	  de	  neutrófilos	  en	   los	   lavados	  broncoalveores	   se	  marcaron	  en	   tampón	  de	  FACS	  con	   los	  
anticuerpos	  GR-­‐1	  y	  CD11b	  de	  BD	  y	  se	  consideraron	  neutrófilos	  las	  células	  que	  expresaban	  altos	  niveles	  
de	  ambos	  marcadores.	  Las	  suspensiones	  celulares	  se	  obtuvieron	  de	  los	  diferentes	  órganos	  de	  animales	  
adultos	   (timo,	   bazo	   y	   ganglios	   linfáticos)	   o	   timos	   fetales,	   y	   se	   incubaron	   en	   tampón	   de	   FACS,	   con	  
anticuerpos	   específicos	   de	   ratón	   conjugados	   con	   diferentes	   fluorocromos	   contra	   CD4,	   CD8,	   CD69,	  
CD45.1	  y	  CD45.2	  de	  BD	  Biosciences.	  
Para	  la	  tinción	  STAT5	  y	  fosfo-­‐STAT5	  intracelular,	  se	  separaron	  células	  tTreg	  Foxp3-­‐mRFP+	  CD69+	  y	  CD69-­‐	  
mediante	   sorting	   en	   FACSAria	   III	   (BD).	   Una	   vez	   sorteadas	   las	   células,	   se	   fijaron	   con	   0,2%	  
paraformaldehído	  y	  se	  permeabilizaron	  con	  metanol	  al	  90%.	  Las	  células	  se	  incubaron	  con	  el	  anticuerpo	  
anti	   fosfo-­‐STAT5	  (Tyr	  694)	  (Cell	  Signaling),	  o	  con	  Alexa	  Fluor	  647	  anti-­‐fosfo-­‐STAT5	  (Tyr	  694).	  Se	  usó	  de	  
control	  de	  isotipo	  el	  anticuerpo	  Alexa	  Fluor	  647	  IgG1	  también	  de	  Beckton	  Dickinson.	  
Los	  PBL	  humanos	   fueron	  obtenidos	  después	  de	   la	   separación	  con	  gradiente	  de	  densidad	  con	  Ficoll	  de	  
buffy	   coat	   procedentes	  de	  diferentes	  donantes	  humanos	   sanos.	   Las	   células	   se	  mantuvieron	  en	  medio	  
RPMI	   suplementado	   con	   FCS	   al	   10%,	   HEPES	   20	   mM,	   L-­‐glutamina,	   antibióticos,	   aminoácidos	   no	  
esenciales,	   piruvato	   de	   sodio	   y	   b-­‐mercaptoetanol.	   Los	   PBL	   tratados	   se	   incubaron	   con	   anticuerpos	  
específicos	  de	  humano	  anti-­‐CD4,	  CD25,	  CD69	  (BD	  Biosciences)	  y	  Foxp3	  (Miltenyi	  Biotec),	  conjugados	  con	  
diferentes	  fluorocromos.	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4.3	  TINCIONES	  CELULARES	  REALIZADAS	  PARA	  ANALIZAR	  LOS	  EXPERIMENTOS	  DE	  ISQUEMIA	  
Para	  evaluar	  los	  niveles	  de	  células	  Th17	  y	  Treg	  en	  los	  animales	  Foxp3-­‐mRFP/IL17e-­‐GFP/CD69+/+,	  Foxp3-­‐
mRFP/IL17e-­‐GFP/CD69-­‐/-­‐	   o	   en	   las	   quimeras	   descritas	   en	   el	   apartado	   de	   procedimientos	   con	   animales	  
sometidos	  a	   isquemia	  de	   la	  extremidad	  posterior,	   se	  extrajeron	  50	  µl	  de	   sangre	  de	   la	  vena	  caudal,	   se	  
aislaron	   los	   linfocitos	   por	   gradiente	   de	   densidad	   con	   Ficoll	   y	   se	  marcaron	   con	   el	   anticuerpo	   anti-­‐CD4	  
(BD).	  Para	  evaluar	  los	  niveles	  de	  células	  Th17	  antes	  del	  marcaje,	  las	  células	  fueron	  incubadas	  durante	  4	  
horas	  con	  PMA,	  Ionomicina	  y	  Brefelfina,	  para	  su	  posterior	  marcaje	  con	  el	  anticuerpo	  anti-­‐CD4	  de	  BD.	  Los	  
niveles	  de	  células	  Th17	  y	  Treg	  se	  evaluaron	  antes	  de	  la	  isquemia	  y	  los	  días	  1,	  3	  y	  7	  post-­‐isquemia.	  
Las	  células	  marcadas	   se	  analizaron	  en	  un	  citómetro	  de	   flujo	  LSRFortessaTM	  (BD)	  equipado	  con	  cuatro	  
láseres	   (405,	  488,	  561	  y	  640	  nm)	  ó	  en	  un	  BD	  FACS	  Canto	   II,	   y	   los	  datos	   fueron	  analizados	   con	  FlowJo	  
v10.0.4.	  (Tree	  Star).	  
5.	  DIFERENCIACIONES	  IN	  VITRO	  DE	  CÉLULAS	  TREG.	  
En	  todos	  los	  casos	   las	  células	  se	  mantuvieron	  en	  medio	  RPMI	  suplementado	  con	  FCS	  al	  10%,	  HEPES	  20	  
mM,	  L-­‐glutamina,	  antibióticos,	  aminoácidos	  no	  esenciales,	  piruvato	  de	  sodio	  y	  b-­‐mercaptoetanol.	  
5.1	  ENSAYOS	  DE	  SUPRESIÓN	  CON	  CÉLULAS	  TREG	  
Las	  células	  Tconv	  se	  obtuvieron	  de	  suspensiones	  celulares	  de	  bazos	  o	  ganglios	  linfáticos	  mesentéricos	  y	  
se	  incubaron	  con	  los	  siguientes	  anticuerpos	  biotinilados:	  anti-­‐CD8,	  CD19,	  B220,	  MHCII,	  CD11c,	  IgM,	  DX5	  
y	  CD11b	  (BD)	  seguido	  de	  una	  incubación	  con	  microbeads	  (esferas	  magnéticas,	  Miltenyi)	  conjugadas	  con	  
estreptavidina.	   Las	   células	   T	   CD4+	   se	   seleccionaron	   negativamente	   con	   el	   separador	   auto-­‐MACS	   Pro	  
(Miltenyi).	  Las	  células	  Tconv	  obtenidas,	  se	  cultivaron	  con	  anticuerpo	  anti-­‐CD3	  pegado	  a	  placa	  (1	  μg/mL),	  
anti-­‐CD28	  soluble	  (2	  µg/ml)	  y	  esplenocitos	  irradiados	  deplecionados	  de	  células	  T.	  Las	  células	  Treg	  Foxp3-­‐
RFP	  se	  purificaron	  mediante	  sorting	  en	  el	  que	  se	  separó	  la	  población	  de	  células	  Foxp3-­‐mRFP/CD69+	  y	  la	  
población	  Foxp3-­‐mRFP/CD69-­‐.	  Se	  co-­‐cultivaron	  células	  Tconv	  solas,	  Tconv	  +	  células	  Foxp3-­‐mRFP	  CD69+	  y	  
Tconv	  +	  células	  Foxp3-­‐mRFP	  CD69-­‐.	  La	  proliferación	  de	  células	  T	  se	  evaluó	  48	  h	  tras	  la	  tinción	  de	  células	  
Tconv	  CD4+	  mediante	  el	  análisis	  de	  la	  dilución	  del	  trazador	  celular	  CellTraceViolet.	  
5.2	  DIFERENCIACIÓN	  DE	  CÉLULAS	  TREG	  PARA	  LOS	  EXPERIMENTOS	  DE	  ADOPTIVE	  TRANSFER	  
Para	   la	   diferenciación	  de	   la	   células	   Treg	   se	   inyectaron	   intraperitonealmente	   ratones	  CD69+/+	   y	   CD69-­‐/-­‐	  
con	  10	  μg	  OVA	  en	  2	  mg	  alum,	  5	  días	  después	  se	  sacrificaron	  los	  animales	  y	  se	  purificaron	  las	  células	  CD4+	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de	  bazo	  y	  de	  ganglios	  linfáticos	  mesentéricos,	  mediante	  selección	  negativa	  con	  microbeads	  de	  Miltenyi,	  
estas	  células	  se	  expandieron	  in	  vitro	  en	  presencia	  de	  TGF-­‐β,	  IL-­‐2,	  APC	  irradiadas	  y	  péptido	  de	  OVA.	  
	  
5.3	  EXPERIMENTOS	  DEL	  BLOQUEO	  DEL	  RECEPTOR	  DE	  LA	  INTERLEUQUINA	  2	  
Se	   diferenciaron	   Treg	   inducibles	   de	   ratones	   Foxp3-­‐mRFP/CD69+/+,	   ratones	   Foxp3-­‐mRFP/CD69-­‐/-­‐,	   Il2rγ-­‐/-­‐	  
CD69-­‐/-­‐	  y	  Il2rγ-­‐/-­‐.	  Para	  ello	  se	  aislaron	  células	  T	  CD4+	  vírgenes	  de	  estos	  ratones,	  y	  se	  co-­‐cultivaron	  72	  h	  con	  
células	  presentadoras	  de	  antígeno	   irradiadas	  en	  presencia	  de	  anti-­‐CD3	  unido	  a	  placa	   (2	  µg/ml)	  y	  anti-­‐
CD28	   soluble	   (2	   µg/ml)	   y	   TGFβ	   recombinante	   (10	   ng/ml)	   e	   IL-­‐2	   (2ng/ml).	   Las	   últimas	   9	   h,	   las	   células	  
fueron	  incubadas	  con	  o	  sin	  inhibidor	  de	  JAK	  3	  (CAS	  202475	  60	  3	  Calbiochem)	  (10	  µg/ml).	  
5.4	  EXPERIMENTOS	  CON	  ANTICUERPOS	  BLOQUEANTES	  DE	  CD69	  
Se	   diferenciaron	   Treg	   inducibles	   de	   ratones	   Foxp3-­‐mRFP/CD69+/+y	   ratones	   Foxp3-­‐mRFP/CD69-­‐/-­‐	   del	  
mismo	  modo	  que	  los	  experimentos	  de	  bloqueo	  del	  receptor	  de	  la	  IL-­‐2.	  Después	  de	  la	  diferenciación,	  las	  
células	  Treg	  fueron	  cultivadas	  4h	  con	  el	  anticuerpo	  anti	  2.2	  ó	  con	  el	  control	  de	  isotipo	  2.8.	  
6.	  CULTIVO	  DE	  CÉLULAS	  ENDOTELIALES	  DE	  PULMÓN	  DE	  RATÓN	  
Las	  células	  endoteliales	  de	  pulmón	  de	  ratón	  (Mouse	  Lungs	  Endothelial	  Cells,	  MLECS)	  se	  extrajeron	  de	  los	  
pulmones	  de	  animales	  CD69+/+	   y	  CD69-­‐/-­‐.	  Una	  vez	   sacrificados	   los	  animales	  por	  dislocación	  cervical,	   se	  
extrajeron	  los	  pulmones	  de	  la	  cavidad	  torácica,	  y	  una	  vez	   limpios	  de	  coágulos	  y	  grasa,	  se	  trocearon	  en	  
una	  placa	  Petri	  hasta	  obtener	  una	  pasta	  de	  tejido	  pulmonar	  que	  se	  digirió	  con	  colagenasa.	  Tras	  extraer	  
las	   células	   de	   tejido	  pulmonar,	   se	   procedió	  primero	   a	   hacer	   una	   selección	  negativa	   con	  el	   anticuerpo	  
anti-­‐CD16/CD32	  Fcϒ	  RIII	  de	  BD,	  para	  eliminar	   fundamentalmente	   los	  macrófagos	  alveolares,	  y	  una	  vez	  
plaqueadas	  las	  células	  de	  la	  selección	  negativa,	  se	  esperó	  a	  que	  se	  formasen	  colonias	  de	  unas	  20	  células.	  
En	  este	  punto,	  se	  procedió	  a	  hacer	  la	  selección	  positiva	  de	  las	  células	  endoteliales	  con	  el	  anticuerpo	  anti-­‐
ICAM	   II	   (BD).	   Se	   plaquearon	   las	   células	   seleccionadas	   positivamente	   y	   se	   cultivaron	   en	   DMEN	   F12,	  
suplementado	  con	  20%	  de	  suero,	  antibióticos,	  heparina	  y	  EGF	  (factores	  de	  crecimiento	  endotelial)	  hasta	  
su	  expansión	  apropiada	  para	  trabajar	  con	  ellas.	  La	  pureza	  del	  cultivo	  de	  MLEC	  se	  evaluó	  por	  citometría	  
de	   flujo	   con	   los	   anticuerpos	   anti-­‐CD31	   y	   CD45.1.	   Para	   los	   diferentes	   experimentos	   siempre	   se	   usaron	  
cultivos	  con	  al	  menos	  el	  85%	  de	  pureza.	  Para	   los	  experimentos	  en	   los	  que	  se	  evaluaron	   los	  niveles	  de	  
miR-­‐721	  y	  de	  las	  proteínas	  Meox2	  y	  Cux1	  en	  las	  células	  endoteliales,	  se	  estimularon	  O/N	  con	  50	  ng/ml	  
de	  PMA,	  500	  ng/ml	  de	  ionomicina	  o	  con	  TNFa	  a	  20	  ng/µl.	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7.	  TRANSFECCIONES	  TRANSITORIAS	  DE	  MIRNA	  
Las	  células	  PBL	  (106)	  se	  transfectaron	  transitoriamente	  con	  50	  pM	  de	  anti	  miR-­‐155	  (AM12601	  Ambion)	  
con	  el	  reactivo	  Lipotransfectina	  (Niborlab)	  de	  acuerdo	  con	  la	  instrucciones	  del	  fabricante.	  Se	  usó	  como	  
control	  negativo	  un	  anti-­‐miR	  Scramble	  (AM1701	  negativo	  control	  #	  1	  Ambion).	  Las	  células	  transfectadas	  
fueron	  estimuladas	  con	  anticuerpo	  anti-­‐CD3	  unido	  a	  placa	  (OKT3;	  3	  µg/ml)	  durante	  24	  horas.	  	  
Las	   PBL	   (0,5x106)	   se	   transfectaron	   con	   50	   pM	   de	   Pre-­‐miR	   hsa-­‐miR-­‐155	   o	   Pre-­‐miR	   control	   negativo	  
(Ambion)	   usando	   Lipofectamina	   RNA	   iMAX	   (Invitrogen).	   Las	   células	   transfectadas	   se	   estimularon	  
durante	   4	   h	   con	   50	   ng/ml	   de	   PMA	   y	   750	   ng/ml	   de	   ionomicina	   (P	   +	   I).	   Después	   de	   ambos	   tipos	   de	  
transfecciones	  y	  estimulaciones,	  los	  niveles	  de	  CD69	  y	  fosfo-­‐STAT5	  fueron	  monitorizados	  por	  citometría	  
de	  flujo,	  y	  los	  niveles	  transcripcionales	  de	  hsa-­‐miR-­‐155	  y	  SOCS1	  fueron	  analizados	  por	  qPCR.	  
	  
8.	  PLASMIDOS	  E	  INFECCIONES	  LENTIVIRALES	  
Los	  plásmidos	  lentivirales	  pLKO	  contenían	  secuencias	  silenciadoras	  para	  CD69	  (shCD69)	  (Sigma	  Aldrich)	  
(TRCN0000057693;	  TRCN0000057694;	  TRCN0000057695)	  y	  fueron	  clonadas	  en	  el	  vector	  lentiviral	  pLKO.	  
Se	  usó	  como	  control	  el	  mismo	  plásmido	  pLKO	  vacío,	  es	  decir,	  sin	  secuencia	  silenciadora	  (Sigma	  Aldrich)	  
(Ref.	  SHC001).	  
Las	  secuencias	  shCD69	  utilizadas	  fueron	  las	  siguientes:	  
SHCD69	  1	  (5'-­‐3'):	  CCGGGCATGGAATGTGAGAAGAATTCTCGAGAATTCTTCTCACATTCCATGCTTTTTG;	  	  
SHCD69	  2	  (5'-­‐3'):	  CCGGAGGCCAATACACATTCTCAATCTCGAGATTGAGAATGTGTATTGGCCTTTTTTG;	  
SHCD69	  3	  (5'-­‐3'):	  CCGGGTGGTCAAATGGCAAAGAATTCTCGAGAATTCTTTGCCATTTGACCACTTTTTG.	  	  
La	  producción	  de	  los	  lentivirus	  se	  realizó	  en	  células	  HEK-­‐293	  cultivadas	  en	  DMEM	  con	  FBS	  al	  10%	  (Sigma	  
Aldrich),	   L–glutamina	   y	   antibióticos.	   Las	   HEK-­‐293	   se	   transfectaron	   de	   forma	   transitoria	   mediante	   el	  
método	  del	   fosfato	  de	  calcio,	  con	   los	  plásmidos	  de	   la	  polimerasa	  y	   la	  envuelta	   lentiviral,	  8.9	  y	  PMD2G	  
(suministrados	  por	  F.	  Sánchez-­‐Madrid,	  Hospital	  de	  la	  Princesa,	  España)	  y	  el	  plásmido	  PLKO	  que	  expresa	  
la	  secuencia	  shCD69	  ó	  el	  plásmido	  PLKO	  control.	  El	  sobrenadante	  que	  contenía	  las	  partículas	  lentivirales,	  
se	   recogió	   48	   horas	   después	   de	   parar	   la	   transfección	   y	   se	   concentró	   mediante	   ultracentrifugación	   a	  
26000	  rpm	  durante	  2	  horas	  (Optima	  L-­‐100	  XP	  Ultracentrifuge	  Beckman).	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Las	   PBL	   aisladas	   de	   donantes	   sanos	   (107)	   fueron	   infectadas	   con	   partículas	   LV	   diluidas	   en	   RPMI	   a	   una	  	  
multiplicidad	   de	   infección	   (multiplicity	   of	   infection,	   MOI)	   de	   10,	   durante	   5	   horas.	   Después	   de	   la	  
incubación,	   se	   reemplazó	   el	   medio	   de	   infección	   por	   RPMI	   completo	   suplementado	   con	   10%	   de	   FBS.	  
Doce	   horas	   después,	   las	   células	   infectadas	   se	   seleccionaron	   con	   puromicina	   durante	   48	   horas.	   Se	  
estimularon	  las	  células	  seleccionadas	  con	  el	  anticuerpo	  anti-­‐CD3	  unido	  a	  placa	  (OKT3;	  3	  μg/mL)	  durante	  
24	  horas	  y	  después	  de	  la	  estimulación,	  los	  niveles	  de	  CD69	  se	  monitorizaron	  por	  citometría	  de	  flujo	  y	  los	  
niveles	  de	  miRNA-­‐155	  fueron	  analizados	  por	  qPCR	  
	  
9.	  WESTERN	  BLOT	  Y	  TINCIONES	  INMUNOHISTOQUÍMICAS	  
	  
9.1	  EXPERIMENTOS	  CON	  TREG	  OBTENIDAS	  EX	  VIVO	  
Los	  lisados	  de	  proteínas	  de	  células	  tTreg	  Foxp3-­‐mRFP	  CD69+	  y	  CD69-­‐	  sorteadas	  se	  prepararon	  en	  tampón	  
PD	   (Tris	  HCl	  40	  mM,	  pH	  8.0,	  NaCl	  0.5	  M,	  EDTA	  6	  mM,	  EGTA	  6	  mM	  y	  0,1%	  de	  NP40)	  que	  contenían	  el	  
cóctel	  	  de	  inhibidores	  de	  proteasas	  (Complete	  Mini,	  Roche).	  Se	  cargaron	  20	  μg	  de	  lisado	  de	  proteína	  en	  
geles	  de	  SDS-­‐poliacrilamida	  al	  12%	  y	  se	  electrotransfirieron	  a	  membrana	  de	  nitrocelulosa	  (BioRad).	  Los	  
anticuerpos	   primarios	   para	   el	   inmunoblotting	   fueron	   los	   siguientes:	   anti	   β-­‐actina,	   anti	   SOCS	   1	   y	   anti	  
STAT5	  (Santa	  Cruz);	  anti	  fosfo-­‐STAT5	  (Cells	  Signaling).	  	  
	  
9.2	  EXPERIMENTOS	  DE	  ISQUEMIAS.	  
Los	   lisados	   proteicos	   de	   músculo	   aductor	   se	   realizaron	   en	   500	   µl	   de	   buffer	   PD	   suplementados	   con	  
inhibidores	  de	  proteasas	  y	  fosfatasas	  y	   la	  disgregación	  del	  tejido	  se	  realizó	  en	  un	  triturador	  ultraturrax	  
durante	   aproximadamente	  30´´,	   después	  de	   la	  homogenización	  del	   tejido	   se	   incubo	  20´	   en	  hielo	  para	  
favorecer	  la	  lisis	  de	  las	  células	  extraídas	  del	  tejido	  y	  se	  centrifugó	  a	  13000	  rpm	  para	  separar	  la	  fracción	  
soluble	  proteica	  de	   los	   lípidos	  y	   restos	   celulares.	   Se	   cargaron	  20	  μg	  de	   lisado	  de	  proteína	  en	  geles	  de	  
SDS-­‐poliacrilamida	   al	   10%	   ó	   12%	   y	   se	   transfirieron	   a	   membrana	   de	   nitrocelulosa	   (BioRad).	   Los	  
anticuerpos	  primarios	  utilizados	  fueron	  los	  siguientes:	  P-­‐AKT,	  RHOA	  y	  HIF2α	  (Cell	  Signaling);	  S1P1	  y	  S1P3	  
(Cayman);	  β-­‐actina	  y	  ROCK1,	  (Santa	  Cruz),	  Endoglina	  (BD)	  y	  HIF	  2a	  (Abcam).	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9.3	  TINCIONES	  INMUNOHISTOQUÍMICAS.	  
Se	   realizaron	   cortes	   histológicos	   de	   4	   µm	   de	   músculo	   esquelético	   incluidos	   en	   parafina,	   que	   fueron	  
introducidos	  en	  Tampón	  Tris	   para	  desenmascarar	   el	   antígeno	  usando	  el	   sistema	  DAKO	  PTlink	   	   a	  pH	  9	  
para	   CD31	   y	   	   pH	   6	   para	   Meox2.	   Después	   se	   incubó	   con	   3%	   de	   H2O2	   para	   bloquear	   la	   peroxidasa	  
endógena	   con	   suero	   fetal	   bovino	   durante	   30	   minutos,	   las	   secciones	   se	   incubaron	   45	   minutos	   a	  
temperatura	  ambiente	  con	  los	  anticuerpos	  primarios	  anti-­‐CD31	  (Abcam	  ab28364)	  y	  anti-­‐Meox-­‐2	  (Abcam	  
ab117551).	   El	   anticuerpo	   secundario	   para	   la	   tinción	   de	   CD31	   es	   Dako	   Envision	   Flex	   HRP	   anti-­‐rabbit	  
(K4003)	  y	  para	  Meox-­‐2	  es	  Goat	  anti-­‐mouse	  HRP	  (DAKO	  P0447),	  el	  revelado	  de	  la	  tinción	  se	  realizó	  con	  el	  
sustrato	  DAB	  (DAKO	  K3468).	  En	  ambos	  casos	  la	  evaluación	  cuantitativa	  de	  la	  expresión	  de	  proteínas	  se	  
realizó	  con	  el	  escáner	  de	  fluorescencia	  Oddisey	  y	  se	  analizó	  con	  el	  software	  de	  análisis	  Image	  Studio	  Lite	  
v4.0	  (LICOR).	  
	  
10.	  EXTRACCIÓN	  DE	  RNA	  Y	  ANÁLISIS	  DE	  LA	  EXPRESIÓN	  GÉNICA	  
EL	  RNA	  y	  microRNA	  de	   fragmentos	  de	  membrana	  peritoneal	  de	  unos	  0.5	  cm2	  ó	  de	  2	  a	  6	  x	  104	  células	  
tTregs	  purificadas	  por	   sorting	   de	   timos	  de	   ratón	  o	  de	  106	  PBLs	  humanas,	   se	  extrajeron	   con	  miRNeasy	  
mini	  kit	   (Qiagen),	   seguido	  del	   tratamiento	  con	  DNAsa	  para	  eliminar	  el	  DNA	  genómico	  con	  el	  kit	  Turbo	  
DNAse-­‐free	   (Ambion).	   Para	  el	   tratamiento	   con	  DNAsa	  de	   las	  membranas	  peritoneales	   y	  de	   las	   células	  
PBLs,	  se	  usaron	  0.5	  µg	  de	  RNA.	  Para	  las	  tTreg	  debido	  a	  la	  poca	  cantidad	  obtenida,	  se	  trató	  todo	  lo	  que	  se	  
extrajo	  con	  la	  DNAsa.	  
Para	   el	   análisis	   de	   la	   expresión	   de	   Fibronectina,	   Colageno,	   TGF-­‐β,	   IL-­‐6,	   IL-­‐1β,	   SOCS-­‐1,	   Foxp3,	  MEOX2,	  
CUX1	   y	   BIC,	   se	   realizó	   la	   transcripción	   inversa	   (RT)	   utilizando	   el	   kit	   High	   Capacity	   cDNA	   reverse	  
transcription	  kit	  (Applied	  Biosystems).	  Para	  las	  q-­‐PCRs	  de	  de	  los	  genes	  Fibronectina,	  Colageno,	  TGF-­‐β,	  IL-­‐
6,	   IL-­‐1β,	  SOCS-­‐1,	  Foxp3,	  MEOX2	  y	  CUX1	  se	  usó	  SYBR	  green	  PCR	  master	  mix	   (Applied	  Biosystems)	  y	   los	  
genes	  de	  GAPDH	  y	  β-­‐Actina	  de	  ratón	  y	  humanos	  se	  usaron	  como	  control	  de	  expresión	  endógena.	  
	  	  
Cebadores	  usados	  para	  amplificar	  los	  genes	  murinos:	  
SOCS-­‐1,	  (F)	  5'-­‐CTGCGGTTCTATTGGGGAC-­‐3',	  (R)	  5'-­‐AAAAGGCAGTCGAAGGTCTCG-­‐3'.	  
Foxp3,	  (F)	  5'-­‐CACCCAGGAAAGACAGCAACC-­‐3',	  (R)	  5'-­‐GCAAGAGCTCTTGTCCATTGA-­‐3'.	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CD69,	  (F)	  5'-­‐CCCTTGGGCTGTGTTAATAGTG-­‐3',	  (R)	  5'-­‐AACTTCTCGTACAAGCCTGGG-­‐3'	  	  
GAPDH,	  (F)	  5'-­‐TGAAGCAGGCATCTGAGGG-­‐3’,	  (R)	  5'-­‐CGAAGGTGGAAGAGTGGGAG-­‐3'.	  
Colágeno,	  (F)	  5’-­‐CCAGAGTGGAACAGCGATTAC-­‐3',	  (R)	  5'-­‐GCAGGCGAGATGGCTTATTT-­‐3'.	  
Fibronectina,	  (F)	  5’-­‐GCAAACCTATAGCTGAGAAGTC-­‐3',	  (R)	  5'-­‐CAAGTACAGTCCACCATCATC-­‐3’.	  
TGF-­‐β,	  (F)	  5’-­‐GGAACTCTACCAGAAATATAGCAACAATTC-­‐3´,	  (R)	  5’-­‐TGTAATCCGTCTCCTTGGTTCAG-­‐3’.	  
IL-­‐6,	  (F)	  5’-­‐GAGGATACCACTCCCAACAGACC-­‐3’,	  (R)	  5’-­‐AAGTGCATCATCGTTGTTCATACA-­‐3’.	  
IL-­‐1β,	  (F)	  5’-­‐TGGTGTGTGACGTTCCATT-­‐3’,	  (R)	  5´-­‐CAGCACGAGGCTTTTTTGTTG-­‐3’.	  
β-­‐Actina,	  (F)	  5’-­‐AAGGAGATTACTTGCTCTGGCTCCTA-­‐3’,	  (R)	  5’-­‐ACTCATCGTACTTCCTGCTTGCTGAT-­‐3’.	  
MEOX2,	  (F)	  5’-­‐GCTGCCCGAGAAAAGGAACT-­‐3’,	  (5)	  5’-­‐TCGTTTGCTAGTGAGTCCCC-­‐3’	  	  
CUX1,	  (F)	  5’-­‐TGATGCCACCGCAACAGTATT-­‐3´,	  (R)	  5’-­‐GCGTAAATCCTCTGGAGTGTTCT-­‐3’	  	  
Cebadores	  usados	  para	  amplificar	  genes	  humanos:	  
SOCS-­‐1,	  (F)	  5'-­‐TTTTCGCCCTTAGCGTGAAGA-­‐3',	  (R)	  5'-­‐GAGGCAGTCGAAGCTCTCG-­‐3.'	  
GAPDH,	  (F)	  5'-­‐AATGGACTGGTCGTGGAG-­‐3',	  (R)	  5'-­‐CCCTCCAGGGGATCGTTTG-­‐3'.	  
La	   expresión	   de	   BIC,	   promotor	   de	   miRNA-­‐155,	   se	   analizó	   por	   q-­‐PCR	   utilizando	   TaqMan	   Master	   mix	  
Universal	   y	   la	   sonda	  TaqMan	  específica	  para	  BIC	   (ID	  Mm01716204-­‐m1	  e	   ID	  Hs01374570-­‐m1)	   (Applied	  
Biosystems).	  
La	  expresión	  de	   los	  microRNAs	  se	  analizó	  utilizando	  TaqMan	  MicroRNA	  Reverse	  Transcription	  Kit	  para	  
hacer	  las	  retrotrascripciones	  inversas,	  y	  para	  la	  q-­‐PCR	  se	  usó	  TaqMan	  Universal	  PCR	  Master	  mix	  (Applied	  
Biosystems).	  Como	  cebadores	  o	  sondas	  se	  usaron	  los	  ensayos	  de	  TaqMan	  específicos	  de	  cada	  microRNA,	  
mmu-­‐miR-­‐155-­‐5p	   (Ref.	   002571),	   hsa-­‐miR-­‐155-­‐5p	   (Ref.	   002287),	   .hsa-­‐miR-­‐721-­‐5p	   (Ref:	   001657).	   Las	  
sondas	   sno135	   snRNA	   (Ref.	   001230)	   y	   sno202	   snRNA	   (Ref:	   001232)	   se	   usaron	   como	   controles	   de	  
expresión	  endógenos.	  En	  todos	  los	  casos,	  el	  análisis	  por	  q-­‐PCR	  se	  realizó	  con	  un	  termociclador	  ABI	  Prism	  
7900HT	  384	  (Applied	  Biosystems).	  La	  expresión	  génica	  relativa	  se	  determinó	  usando	  el	  método	  2-­‐ΔΔCT.	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11.	  MARCAJE	  METABÓLICO	  DE	  CÉLULAS	  ENDOTELIALES	  
Entre	   los	  métodos	   de	   cuantificación	   de	   proteínas	   basados	   en	   espectrometría	   de	  masas,	   se	   escogió	   la	  
técnica	   de	   SILAC	   (Stable	   Isotope	   Labeling	   by	   Aminoacids	   in	   Cell	   Culture)	   por	   ser	   el	   más	   apropiado	   y	  
exacto	   para	   comparar	   las	   proteínas	   de	   dos	   poblaciones	   celulares	   de	   genotipos	   diferentes.	   El	  
procedimiento	  general	  seguido	  para	  marcar	  estas	  células	  se	  muestra	  en	  la	  Figura	  3,	  y	  consiste	  en	  cultivar	  
las	  dos	  poblaciones	  celulares	  a	  comparar	  de	  la	  siguiente	  forma;	  La	  población	  A	  (MLEC	  CD69+/+)	  se	  cultivó	  
en	  DMEN	  F12	   (Sigma)	  que	  contenía	  aminoácidos	   ligeros	   (R	  y	  K)	  y	   la	  población	  B	   (MLEC	  CD69-­‐/-­‐)	  en	  un	  
medio	   similar	   pero	   conteniendo	   R	   y	   K	   pesados,	   SILAC	   DMEN	   F12	   (Dunnde	   Cells)	   (Figura	   7A).	   Los	  
aminoácidos	   pesados	   fueron	   isótopos	   estables	   (no	   radiactivos)	   que	   contenían	   13C	   en	   lugar	   de	   12C.	   La	  
incorporación	   de	   estos	   aminoácidos	   proporcionó	   un	   incremento	   conocido	   en	   la	   masa	   del	   péptido	  
comparada	  a	  su	  versión	  ligera	  (por	  ejemplo	  6	  Da	  en	  el	  caso	  de	  usar	  13C6-­‐Lys)	  que	  no	  puede	  atribuirse	  a	  
ningún	  otro	  cambio	  químico.	  En	  este	  caso	  concreto,	  las	  poblaciones	  celulares	  que	  se	  compararon	  fueron	  
células	   primarias,	   que	   necesitaron	   unos	   aportes	   nutricionales	   diferentes	   a	   los	   de	   las	   líneas	   celulares	  
inmortalizadas,	  por	  lo	  que	  ambos	  medios	  de	  cultivo	  se	  suplementaron	  con	  Insulina,	  Trasferrina	  y	  Selenio	  
(ITS,	  Sigma),	  que	  sustituyó	  a	   los	  suplementos	  especiales	  que	  permiten	  el	  mantenimiento	  en	  cultivo	  de	  
las	  MLEC	  y	  que	   son	   incompatibles	   con	   los	  experimentos	  de	  SILAC,	  ya	  que	   llevaban	  aminoácidos	   libres	  
que	   impedirían	   la	   incorporación	   de	   los	   aminoácidos	  marcados.	   Una	   vez	   se	   consiguió	   un	  marcaje	   del	  
100%	   (tras	   6	   doblajes	   de	   la	   población),	   los	   dos	   cultivos	   se	  mezclaron	   y	   se	   extrajeron	   las	   proteínas.	   El	  
extracto	   de	   proteínas	   fue	   separado	   mediante	   electroforesis	   en	   gel	   SDS-­‐PAGE	   al	   10%	   de	  
entrecruzamiento	  y	   las	  bandas	  visualizadas	  mediante	  tinción	  con	  azul	  de	  Coomassie.	  El	  gel	  se	  cortó	  en	  
20	  bandas	   horizontales	   que	   se	   destiñeron	   con	  una	  disolución	   50:50	  de	   25	  mM	  bicarbonato	   amónico-­‐
acetonitrilo.	  Posteriormente	  se	  realizó	  una	  digestión	  en	  gel	  de	  cada	  banda	  mediante	  adición	  de	  tripsina	  
12.5	   ng/µl	   preparada	   en	   25	   mM	   bicarbonato	   amónico.	   Tras	   incubar	   las	   bandas	   16	   h	   a	   37ºC	   y	   en	  
agitación	  suave,	  se	  extrajeron	  los	  péptidos	  mediante	  extracciones	  secuenciales	  con	  acetonitrilo	  y	  ácido	  
fórmico	  al	  5%	  en	  agua	  (Figura	  7A	  y	  B).	  	  
La	   mezcla	   de	   péptidos	   fue	   analizada	   empleando	   un	   sistema	   de	   nanocromatografía	   líquida	   (Eksigent)	  
equipado	  con	  una	  precolumna	  de	  C18	  (0.3	  x	  10	  mm)	  y	  una	  columna	  analítica	  de	  fase	  inversa	  C18	  HPLC	  
PepMap	   (75µm	   x	   15	   cm).	   La	   separación	   cromatográfica	   de	   los	   péptidos	   fue	   llevada	   a	   cabo	   en	  modo	  
gradiente	   desde	   un	   5%	   hasta	   un	   95%	   de	   acetonitrilo	   en	   fase	   acuosa	   al	   0.1%	   de	   ácido	   fórmico.	   Las	  
carreras	   cromatográficas	   se	   realizaron	   en	   120	  min	   a	   un	   flujo	   de	   200	   nl/min.	   El	   eluído	   fue	   conectado	  
directamente	  con	  un	  emitter	  de	  acero	   inoxidable	  en	  una	   fuente	  de	   ionización	  por	  electrospray	   (Figura	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7C).	  Los	  péptidos	  fueron	  analizados	  y	  fragmentados	  en	  un	  espectrómetro	  de	  masas	  de	  trampa	  de	  iones	  
lineal	  (LTQ	  XL,	  Thermo)	  operando	  en	  modo	  dependiente	  de	  datos	  y	  alternando	  ZoomScans	  con	  MS/MS	  
de	   los	  3	  picos	  más	   intensos	  de	   cada	   full	   scan	   realizado	  entre	  un	   rango	  de	  masas	  de	  400	  y	  1600	  u.	   La	  
ventana	  de	  masas	  de	  los	  ZoomScan	  fue	  fijada	  en	  12	  Da	  para	  permitir	  visualizar	  la	  envoltura	  isotópica	  de	  
la	  mayoría	  de	  péptidos	  con	  carga	  2+	  y	  3+.	  Las	  moléculas	  de	  carga	  1+	  fueron	  excluidas	  de	   los	  análisis	  de	  
MS/MS.	  Las	  energías	  de	  colisión	  normalizadas	  fueron	  fijadas	  al	  35%	  con	  una	  exclusión	  dinámica	  aplicada	  
en	  periodos	  de	  3	  min	  para	  evitar	  la	  fragmentación	  repetitiva	  de	  los	  mismos	  iones.	  
Los	  archivos	   .raw	  generados	   fueron	  convertidos	  a	  archivos	   .mgf	  para	  poder	  realizar	   la	  búsqueda	  en	  el	  
motor	  MASCOT	   (MatrixScience)	   equipado	   con	  una	  base	   de	   datos	   descargada	   del	  NCBInr	   conteniendo	  
34966	   secuencias	   de	   proteínas	   de	   ratón.	   Para	   llevar	   a	   cabo	   las	   búsquedas,	   se	   fijaron	   como	  
modificaciones	   variables	   la	   oxidación	   de	  metioninas	   y	   13C6-­‐Arg	   y	   13C6-­‐Lys.	   Asimismo,	   se	   fijó	   la	   tripsina	  
como	  enzima	  proteolítica	  y	  se	  permitió	  hasta	  1	  missed-­‐cleavage.	  La	  exactitud	  en	  los	  iones	  precursores	  y	  
en	  los	  fragmentos	  de	  masas	  fue	  fijada	  en	  1.2	  y	  0.3	  Da,	  respectivamente.	  Los	  valores	  de	  score	  cut-­‐off	  en	  
MASCOT	   fueron	   fijados	   en	   38	   (p<0.05)	   para	   los	   péptidos	   y	   en	   45	   (p<0.01)	   para	   las	   proteínas.	   El	  
porcentaje	  de	  falsos	  positivos	  fue	  calculado	  usando	  una	  base	  de	  datos	  reversa.	  	  
En	   los	   espectros	   de	   masas	   obtenidos,	   cada	   péptido	   apareció	   como	   un	   doblete,	   el	   de	   menor	   masa	  
(péptido	  ligero)	  correspondió	  a	  la	  población	  A,	  mientras	  que	  el	  de	  mayor	  masa	  (pesado)	  correspondió	  a	  
la	  población	  B.	  Debido	  a	  que	  ambos	  péptidos	  fueron	  químicamente	  idénticos,	  excepto	  por	  su	  diferencia	  
de	  masa,	  se	  comportaron	  de	  forma	  igual	  en	  todos	  los	  pasos	  del	  proceso	  analítico,	  incluyendo	  la	  etapa	  de	  
separación	  cromatográfica,	  con	  lo	  que	  se	  consiguió	  que	  ambos	  péptidos	  co-­‐eluyeran	  y	  fueran	  analizados	  
y	   detectados	   por	   el	   espectrómetro	   en	   el	   mismo	   momento.	   De	   esta	   manera,	   se	   pudieron	   relacionar	  
directamente	   las	   intensidades	  de	  pico	  observadas	  en	  el	  espectro,	  con	   las	  concentraciones	   relativas	  de	  
las	  proteínas	  a	  las	  cuales	  pertenecen	  dichos	  péptidos	  en	  las	  poblaciones	  celulares	  que	  se	  compararon.	  	  
Para	   llevar	   a	   cabo	   la	   cuantificación	   relativa	   se	   utilizó	   el	   programa	   QuiXoT	   y	   los	   cocientes	   SILAC	   se	  
expresaron	  como	   intensidad	  de	   los	  péptidos	  pesados	   (13C)	  dividida	  entre	   la	   intensidad	  de	   los	  péptidos	  
ligeros	   (12C).	   Las	   funciones	   moleculares	   y	   celulares	   de	   las	   proteínas	   que	   se	   encontraron	   alteradas	  
(Cociente	  SILAC	  diferente	  de	  1)	  se	  analizaron	  empleando	  las	  anotaciones	  de	  Gene	  Ontology	  (GO).	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Figura	   7.	   Esquema	   representativo	   que	   muestra	   como	   se	   realiza	   un	   experimento	   de	   marcaje	   metabólico	   (A)	  
Cultivo	   celular	   con	   los	   dos	   diferentes	  medios	   ligero	   y	   pesado.	   (B)	  Mezcla	   de	   las	   dos	   poblaciones	   celulares.	   (C)	  
esquemarepresentativo	  para	  la	  comparación	  de	  las	  diferentes	  intensidades	  realtivas	  que	  conduce	  a	  determinar	  el	  
ratio	  SILAC	  .	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III.	  RESULTADOS	  
	  
1.	  ESTUDIO	  DEL	  PAPEL	  DE	  CD69	  EN	  LA	  RESPUESTA	  TH17	  Y	  LA	  REGULACIÓN	  DE	  FIBROSIS	  
	  
Los	   pacientes	   con	   un	   fallo	   renal	   crónico	   (end-­‐stage	   renal	   disease,	   ESRD)	   sometidos	   a	   diálisis	  
peritoneal	   desarrollan	   una	   fibrosis	   peritoneal	   progresiva	   debido	   entre	   otros	   motivos	   a	   la	   exposición	  
continua	  al	  fluido	  peritoneal	  con	  el	  que	  se	  desarrolla	  la	  técnica	  .	  El	  desarrollo	  de	  fibrosis	  limita	  el	  uso	  de	  
esta	   técnica	   en	   pacientes	   con	   fallo	   renal	   crónico	   a	   periodos	   limitados	   de	   tiempo,	   por	   lo	   que	   hace	  
necesario	  buscar	  otras	  alternativas	  para	  asegurar	   la	   supervivencia	  de	  estos	  pacientes.	  Datos	   recientes	  
apuntan	  a	  la	  inflamación	  mediada	  por	  las	  células	  Th17	  como	  un	  factor	  fundamental	  para	  el	  desarrollo	  de	  
la	   fibrosis	   en	   el	   peritoneo	   (Liappas	   et	   al.,	   2017;	   Rodriguez-­‐Diez	   et	   al.,	   2014).	   El	   antígeno	   leucocitario	  
CD69	  modula	   el	   establecimiento	   y	   la	   progresión	   de	   la	   inflamación	  mediante	   el	   control	   del	   equilibrio	  
entre	  las	  células	  Th17	  y	  las	  células	  T	  reguladoras	  (Treg)	  (Martin	  and	  Sanchez-­‐Madrid,	  2011)	  sin	  embargo,	  
su	  papel	  en	  la	  fibrosis	  tisular	  sigue	  siendo	  ampliamente	  desconocida.	  Hemos	  explorado	  el	  papel	  de	  CD69	  
en	   la	   fibroproliferación	   utilizando	   un	   modelo	   de	   de	   fibrosis	   peritoneal	   en	   ratón	   inducida	   por	   la	  
exposición	  al	  líquido	  de	  diálisis	  en	  estado	  normal	  o	  urémico.	  
	  
1.1.	  CD69	  CONTROLA	  LA	  FIBROSIS	  PERITONEAL	  EN	  CONDICIONES	  URÉMICAS	  
Generamos	   ratones	   urémicos	  wild	   type	   (WT)	   y	   CD69-­‐/-­‐	   mediante	   la	   ablación	   de	   un	   riñón	   y	   el	   daño	  
irreversible	  en	  2/3	  del	  restante	  (nefrectomía	  de	  5/6,	  Figura	  8A).	  Estos	  animales	  se	  trataron	  con	  solución	  
salina	  o	  líquido	  de	  diálisis	  peritoneal	  (Peritoneal	  Dyalisis	  Fluid,	  PDF)	  durante	  40	  días.	  Al	  final	  del	  estudio	  
se	   observó	   un	   aumento	   significativo	   de	   la	   fibrosis	   peritoneal	   en	   ambos	   ratones	   expuestos	   a	   PDF	   en	  
comparación	  con	   ratones	  expuestos	  a	   solución	  salina,	  desarrollándose	   fibrosis	  e	   infiltrado	   leucocitario	  
exacerbado	   en	   ratones	   CD69-­‐/-­‐	   (Figura	   8B	   y	   C).	   Estos	   datos	   fueron	   confirmados	   por	   la	   detección	   de	  
niveles	   de	   mRNAs	   de	   colágeno	   I	   y	   fibronectina	   así	   como	   TGF-­‐β,	   IL-­‐6,	   e	   IL-­‐1β,	   encontrandose	   estos	  
tránscritos	  aumentados	  en	  la	  membrana	  peritoneal	  de	  animales	  CD69-­‐/-­‐	  en	  comparación	  con	  ratones	  WT	  
expuestos	   a	   PDF	   (Figura	   8D	   y	   E).	   Además,	   el	   nivel	   de	   IL-­‐17	   en	   el	   efluente	   peritoneal	   aumentó	   muy	  
significativamente	   en	   ratones	   CD69-­‐/-­‐	   expuestos	   a	   PDF,	   mientras	   que	   los	   niveles	   de	   IFN-­‐γ	   e	   IL-­‐4	   no	  
mostraron	  diferencias	  significativas	  entre	  los	  grupos	  (Figura	  9).	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Figura	  8.	  CD69	  regula	   la	   fibrosis	  en	  ratones	  con	   función	  renal	  deficiente.	  Los	  ratones	  WT	  y	  CD69-­‐/-­‐	  sometidos	  a	  
nefrectomía	  (NX)	  de	  5/6	  fueron	  tratados	  con	  solución	  salina	  o	  PDF	  durante	  40	  días.	  (A)	  Niveles	  séricos	  de	  urea	  y	  
creatinina	   antes	   de	   la	   nefrectomia	   y	   10-­‐54	   días	   después	   de	   la	   nefrectomía	   en	   los	   grupos	   tratados	   con	   solución	  
salina	   o	   PDF.	   (B)	   Evaluación	   de	   la	   fibrosis	   por	   tinción	   Tricrómico	   de	   Masson	   en	   ratones	   CD69-­‐/-­‐	   y	   WT	   54	   días	  
después	  de	  la	  nefrectomía.	  Las	  flechas	  indican	  el	  grosor	  de	  la	  membrana	  peritoneal.	  El	  panel	  derecho	  muestra	  la	  
cuantificación	  de	  la	  fibrosis	  de	  la	  membrana	  peritoneal	  en	  ratones	  urémicos	  (n=10).	  (C)	  Recuento	  total	  de	  células	  
mononucleares	  en	  el	  efluente	  peritoneal	  en	  cada	  grupo	  de	  ratones.	  La	  fibrosis	  e	  inflamación	  en	  el	  tejido	  peritoneal	  
de	   ratones	   urémicos	   WT	   y	   CD69-­‐/-­‐	   se	   evaluó	   por	   qPCR	   de	   colágeno	   I	   y	   fibronectina	   (D)	   y	   citoquinas	   pro-­‐
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inflamatorias	  (E),	  respectivamente.	  Las	  barras	  de	  error	  muestran	  la	  SD	  (n=6).	  Los	  datos	  se	  analizaron	  por	  ANOVA	  y	  
post-­‐test	  de	  Bonferroni	  para	  comparar	  los	  diferentes	  grupos	  por	  pares	  (*P<0.05,	  **	  P<0.01,	  ***	  P<0,001).	  
	  
	  
Figura	   9.	   Expresión	   de	   citoquinas	   en	   la	   cavidad	   peritoneal	   de	   ratones	   urémicos	   WT	   y	   CD69-­‐/-­‐.	   Los	   ratones	  
nefrectomizados	  se	  trataron	  con	  solución	  salina	  o	  PDF	  durante	  40	  días.	  La	  producción	  de	  citocinas	  asociadas	  a	  las	  
células	  T	  helper	  se	  evaluó	  mediante	  análisis	  por	  citometría	  de	  flujo	  (Flow	  cytomix).	  Las	  barras	  muestran	  la	  media	  y	  
SD	   (n≥6).	  Los	  datos	  se	  analizaron	  por	  ANOVA	  y	  post-­‐test	  de	  Bonferroni	  para	  comparar	   los	  diferentes	  grupos	  por	  
pares	  (*	  P	  <0.05,	  **	  P	  <0.01,	  ***	  P	  <0.001).	  
	  
El	  reclutamiento	  de	  linfocitos	  T	  CD4+	  y	  CD8+	  a	  la	  membrana	  peritoneal	  inducido	  por	  PDF	  fue	  similar	  en	  
ratones	  WT	  y	  CD69-­‐/-­‐	  (Figura	  10A).	  Aunque	  los	  niveles	  de	  Th17	  aumentaron	  tanto	  en	  ratones	  WT	  como	  
en	  ratones	  CD69-­‐/-­‐	  tratados,	  el	  número	  de	  Th17	  fue	  significativamente	  mayor	  en	  los	  últimos.	  El	  número	  
de	  Treg	  también	  aumentó	  en	  ratones	  WT	  y	  CD69-­‐/-­‐	  tratados	  con	  PDF,	  alcanzando	  significación	  estadística	  
sólo	  en	  el	  grupo	  CD69-­‐/-­‐.	  Asimismo,	  el	  aumento	  del	  ratio	  Th17/Treg	  sólo	  alcanzó	  significación	  estadística	  
en	  ratones	  CD69-­‐/-­‐	  (Figura	  10B).	  Los	  monocitos	  y	  neutrófilos	  se	  reclutaron	  de	  manera	  similar	  en	  ratones	  
WT	   y	   CD69-­‐/-­‐	   (Figura	   10C).	   Cabe	   destacar	   que	   el	   número	   de	   células	   en	   el	   infiltrado	   inflamatorio	   fue	  
generalmente	   menor	   en	   ratones	   CD69-­‐/-­‐	   nefrectomizados	   con	   respecto	   a	   los	   no	   nefrectomizados	  
expuestos	   a	  PDF,	  mientras	  que	  el	   espesor	  de	   la	  membrana	   fibrosada	   fue	   similar	   en	  ambos	  grupos	  de	  
ratones	   CD69-­‐/-­‐.	   Por	   el	   contrario,	   los	   animales	   WT	   urémicos	   tratados	   mostraron	   niveles	   mayores	   de	  
fibrosis	   e	   infiltrado	   en	   comparación	   con	   ratones	   no	   uremico	  WT.	   Estos	   datos	   sugieren	   que	   la	   uremia	  
aceleró	  el	  proceso	  inflamatorio	  por	   lo	  que	  la	  curva	  de	  inflamación	  estaba	  en	  su	  fase	  de	  declinación	  en	  
los	  animales	  CD69-­‐/-­‐	  pero	  no	  en	  ratones	  WT	  expuestos	  a	  PDF	  40	  días.	  En	  conjunto,	  nuestros	  resultados	  
confirman	  el	  papel	  regulador	  de	  CD69	  en	  estos	  procesos.	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Figura	   10.	   Infiltrado	   en	   el	   efluente	   peritoneal	   en	   animales	   sometidos	   a	   nefrectomía	   de	   5/6.	   (A)	   Izquierda,	  
diagramas	   de	   densidad	   representativos	   del	   análisis	   de	   células	   T	   CD8+	   y	   CD4+	   	   por	   citometría	   de	   flujo	   en	   los	  
efluentes	  peritoneales	  de	  ratones	  uremicos	  CD69-­‐/-­‐	  dobles	  reporteros	  Foxp3-­‐mRFP	  e	  IL-­‐17-­‐eGFP	  o	  WT	  hermanos	  de	  
camada.	   Los	   números	   indican	   el	   porcentaje	   de	   células	   incluidas	   en	   los	   recuadros.	   Derecha,	   evaluación	   de	   los	  
números	   totales	   de	   células	   T	   CD8+	   y	   CD4+	   en	   ratones	   tratados	   durante	   40	   días	   con	   solución	   salina	   o	   PDF.	   (B)	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Izquierda,	  diagramas	  de	  densidad	  representativos	  del	  análisis	  por	  citometria	  de	  flujo	  de	  los	  niveles	  de	  células	  CD4+	  
Foxp3-­‐RFP+	   (Treg)	   e	   IL-­‐17+	   (Th17)	   en	   los	   diferentes	   grupos	   experimetales.	   Derecha,	   cuantificación	   y	   ratio	   de	  
Th17/Tregs	  	  de	  los	  diferentes	  grupos.	  (C)	  Diagramas	  representativos	  del	  análisis	  por	  citometria	  y	  cuantificación	  de	  
monocitos	  (CD11b+	  Ly6Glow)	  y	  neutrófilos	  (CD11b+	  Ly6Ghigh)	  en	  efluentes	  peritoneales.	  Los	  datos	  se	  analizaron	  por	  
ANOVA	   y	   post-­‐test	   de	   Bonferroni	   para	   comparar	   los	   diferentes	   grupos	   por	   pares	   (*	   P	   <0.05,	   **	   P	   <0.01,	   ***	   P	  
<0.001).	  
	  
1.2.	  EL	  BLOQUEO	  DE	  CD69	  IMITA	  LA	  RESPUESTA	  EXACERBADA	  DE	  LOS	  ANIMALES	  DEFICIENTES	  EN	  CD69-­‐/-­‐	  	  
Para	  demostrar	   la	   relevancia	  de	   la	  expression	  en	   la	  membrana	  de	  CD69	  en	   la	   inflamación	   y	  posterior	  
fibrosis	  producida	  por	  la	  exposición	  a	  PDF,	  tratamos	  animales	  WT	  con	  un	  anticuerpo	  monoclonal	  (mAb)	  
neutralizante	  de	  CD69	   (2.2)	  que	   regula	   la	  expression	  de	   la	  molécula	  en	   la	  membrana,	  o	   su	  control	  de	  
isotipo	  (2.8).	  Los	  ratones	  CD69-­‐/-­‐	  tratados	  con	  2.2	  se	  utilizaron	  como	  control.	  Los	  animales	  WT	  tratados	  
con	  anti-­‐CD69	  mostraron	  un	  aumento	  de	   la	   fibrosis	  peritoneal	  en	   respuesta	  a	   la	  exposición	  a	  PDF,	  en	  
comparación	  con	  los	  animales	  WT	  tratados	  con	  2.8	  y	  similar	  a	  la	  fibrosis	  encontrada	  en	  los	  ratones	  CD69-­‐
/-­‐	  tratados	  con	  anti-­‐CD69	  (Figura	  11A).	  Del	  mismo	  modo	  las	  células	  Th17,	  pero	  no	  Th1	  o	  Th2,	  de	  animales	  
WT	   y	   CD69-­‐/-­‐	   tratados	   con	   2.2	   aumentaron	   considerablemente	   (Figura	   11B).	   También	   hubo	   aumento	  
significativo	   en	   el	   número	   de	   Treg	   en	   ratones	   CD69-­‐/-­‐,	   aunque	   no	   en	   animales	   WT	   tratados	   con	   2.2	  
(Figura	  11C).	  El	  aumento	  de	  la	  inflamación	  en	  ratones	  tratados	  con	  el	  anticuerpo	  2.2,	  se	  acompañó	  con	  
un	  menor	   reclutamiento	   de	   neutrófilos	   en	  WT	   en	   comparación	   con	   CD69-­‐/-­‐	  (Figura	   11D).	   Estos	   datos	  
indican	   que,	   aunque	   parcialmente,	   el	   tratamiento	   de	   animales	  WT	   con	  mAb	   anti-­‐CD69	   reproduce	   los	  
resultados	  obtenidos	  con	  los	  animales	  CD69-­‐/-­‐,	  demostrando	  la	  relevancia	  de	  la	  expresión	  de	  CD69	  en	  la	  
membrana	  de	  las	  células	  T	  en	  esta	  patología.	  
	  
1.3.	  LA	  EXPRESIÓN	  DE	  CD69	  EN	  EL	  COMPARTIMENTO	  LINFOIDE	  REGULA	  LA	  FIBROSIS	  
Para	  excluir	  los	  efectos	  de	  la	  expresión	  de	  CD69	  en	  el	  compartimento	  mieloide	  y	  acotar	  el	  estudio	  a	  su	  
expresión	  en	  las	  células	  linfoides,	   los	  animales	  WT	  y	  CD69-­‐/-­‐	  fueron	  irradiados	  y	  reconstituidos	  con	  una	  
mezcla	  de	  precursores	  de	  médula	  ósea	   (bone	  marrow;	  BM)	  de	  Rag2-­‐/-­‐γc-­‐/-­‐:	  CD69-­‐/-­‐	  o	  Rag2-­‐/-­‐γc-­‐/-­‐:	  WT	  en	  
proporción	   3:1,	   respectivamente.	   Los	   precusores	   Rag2-­‐/-­‐γc-­‐/-­‐,	   deficientes	   en	   compartimento	   linfoide	   y	  
más	  numerosos,	  generan	  animales	  quiméricos	  con	  células	  mieloides	  WT	  por	  competición	  en	  el	  nicho	  de	  
BM,	  siendo	  el	  compartimento	  linfoide	  WT	  o	  CD69-­‐/-­‐	  en	  cada	  caso	  (Figuras	  12	  y	  13A).	  Las	  quimeras	  Rag2-­‐/-­‐
γc-­‐/-­‐:CD69-­‐/-­‐	   generaron	   mayor	   fibrosis	   peritoneal	   inducida	   por	   PDF	   que	   las	   quimeras	   Rag2-­‐/-­‐γc-­‐/-­‐:WT,	  
indicando	   que	   la	   expresión	   de	   CD69	   en	   el	   compartimento	   linfoide	   es	   fundamental	   para	   controlar	   la	  
respuesta	   fibroproliferativa	   después	   del	   tratamiento	   con	   PDF	   (Figura	   13B).	   Un	   análisis	   de	   las	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subpoblaciones	  T	  helper	   reveló	  un	  aumento	  significativo	  en	  células	  Th17	  pero	  no	  en	  Th1	  o	  Th2	  en	   los	  
ratones	   reconstituidos	   con	  BM	  Rag2-­‐/-­‐γc-­‐/-­‐:CD69-­‐/-­‐	   en	  comparación	  con	   las	  quimeras	  Rag2-­‐/-­‐γc-­‐/-­‐:	  WT,	  en	  
respuesta	  a	   la	  exposición	  a	  PDF	   (Figura	  13C).	  Por	   lo	   tanto,	  estos	  datos	  muestran	  de	   forma	   inequívoca	  
que	  la	  expresión	  de	  CD69	  dentro	  del	  compartimiento	  linfoide	  controla	  la	  respuesta	  Th17	  y	  el	  desarrollo	  
de	  la	  fibrosis	  en	  el	  peritoneo	  después	  del	  tratamiento	  con	  PDF.	  
	  
Figura	  11.	  El	  bloqueo	  con	  anti-­‐CD69	  en	  ratones	  WT	  reproduce	  el	  fenotipo	  de	  ratones	  CD69-­‐/-­‐	  tras	  diálisis	  con	  PDF.	  
Los	   ratones	  WT	   y	   CD69-­‐/-­‐se	   trataron	   intraperitonealmente	   con	   PDF	   durante	   40	   días,	   combinado	   con	   anticuerpo	  
anti-­‐CD69	   (2.2)	   o	   control	   de	   isotipo	   (2.8),	   cada	   5	   días.	   (A)	   Fibrosis	   de	   la	   membrana	   peritoneal	   analizada	   por	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inmunohistoquímica	  con	  tinción	  de	  Tricrómico	  de	  Masson	  en	  los	  diferentes	  grupos.	  Las	  flechas	  indican	  el	  espesor	  
de	   la	  membrana,	   cuantificado	  en	  µM	  en	   los	   histogramas.	   (B-­‐D)	   Análisis	   por	   citometría	   de	   flujo	   de	   los	   efluentes	  
peritoneales	   y	   cuantificación	   de	   los	   porcentajes	   de	   leucocitos.	   Los	   recuadros	  muestran	   el	   porcentaje	   de	   células	  
Th1,	  Th2,	  Th17	  (B),	  Treg	  (C)	  y	  mieliodes,	  CD11b+	  Ly6Glow	  (monocitos)	  y	  CD11b+	  Ly6Ghigh	  (neutrófilos)	  (D).	  Los	  datos	  
se	  analizaron	  por	  ANOVA	  y	  post-­‐test	  de	  Bonferroni	  para	  comparar	  los	  diferentes	  grupos	  por	  pares	  (*	  P	  <0.05,	  **	  P	  
<0.01,	  ***	  P	  <0.001).	  
	  
Figura	   12.	   Reconstitución	   de	   animales	   quiméricos	   Rag2-­‐/-­‐γc-­‐/-­‐:	   CD69-­‐/-­‐	   o	   Rag2-­‐/-­‐γc-­‐/-­‐:	   CD69+/+.	   Los	   ratones	  
receptores	  WT	  y	  CD69-­‐/-­‐	  se	  trasplantaron	  con	  una	  mezcla	  de	  células	  de	  médula	  ósea	  de	  Rag2-­‐/-­‐	  γc-­‐/-­‐	  y	  CD69-­‐/-­‐	  (KO)	  o	  
Rag2-­‐/-­‐	   γc-­‐/-­‐	   y	   CD69+/+	   (WT)	   en	   proporciones	   3:1,	   respectivamente.	   Los	   diagramas	   de	   densidad	   del	   análisis	   por	  
citometría	   de	   flujo	   representativos	   de	   cada	   grupo	   de	   quimeras,	   indican	   el	   porcentaje	   de	   reconstitución	   de	   las	  
poblaciones	  linfoides	  después	  de	  10	  semanas.	  Los	  histogramas	  Análisis	  de	  citometría	  de	  flujo	  de	  células	  CD4+,	  CD8	  
+,	   NK	   (DX5+)	   y	   B	   (B220+)	   en	   muestras	   de	   sangre	   periférica	   (peripheral	   blood	   lymphocytes,	   PBL)	   tras	   el	   tiempo	  
necesario	  para	  la	  reconstitución	  (10	  semanas)	  antes	  del	  inicio	  del	  tratamiento	  con	  PDF.	  (N≥8).	  No	  se	  encontraron	  
diferencias	   estadísticamente	   significativas	   utilizando	   la	   prueba	   ANOVA	   de	   una	   vía	   y	   Bonferroni	   post	   Test	   para	  
comparar	  los	  diferentes	  grupos	  por	  parejas.	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Figura	  13:	  La	  expresión	  de	  CD69	  en	  el	  compartimiento	  de	  linfoide	  regula	  la	  fibrosis	  peritoneal.	  Los	  ratones	  WT	  y	  
CD69-­‐/-­‐	  se	  trasplantaron	  con	  una	  mezcla	  de	  precursores	  de	  BM	  de	  animales	  Rag2-­‐/-­‐γc-­‐/-­‐y	  CD69-­‐/-­‐	  (KO)	  o	  Rag2-­‐/-­‐γc-­‐/-­‐y	  
CD69+/+	  (WT)	  como	  se	  describe	  en	  material	  y	  métodos.	  (A)	  Histograma	  representativo	  del	  análisis	  de	  citometría	  de	  
flujo	  de	  células	  CD4+	  CD69+	  en	   sangre	  periférica	  de	   los	  animales	  quiméricos	  y	   la	   cuantificación	  correspondiente.	  
(n=8).	   (B)	   Imágenes	   representativas	   de	   tinción	   con	   Tricómico	   de	  Masson	   en	   secciones	   de	   tejido	   peritoneal	   de	  
ratones	  quiméricos	   tratados	  40	  días	  con	  PDF.	  Las	   flechas	   indican	  el	  grosor	  de	   la	  menbrana	   (n=4).	   (C)	  Análisis	  de	  
citometría	  de	  flujo	  de	  células	  Th17	  (CD4+	   IL-­‐17+),	  Th1	  (CD4+	   IFN-­‐γ+)	  y	  Th2	  (CD4+	   IL-­‐4+)	  de	   la	  cavidad	  peritoneal	   (n	  
=7).	  Los	  datos	  se	  analizaron	  por	  ANOVA	  y	  post-­‐test	  de	  Bonferroni	  para	  comparar	  los	  diferentes	  grupos	  por	  pares	  (*	  
P	  <0.05,	  **	  P	  <0.01,	  ***	  P	  <0.001).	  	  
Resultados	  
	   66	  
2.	  ESTUDIO	  DEL	  PAPEL	  DE	  LA	  MOLÉCULA	  CD69	  EN	  LA	  FUNCIÓN	  DE	  LAS	  CÉLULAS	  TREG.	  
	  
Las	   células	   T	   reguladoras	   Foxp3+	  son	   linfocitos	   T	   CD4+	   con	   actividad	   supresora	   que	   intervienen	   en	   el	  
desarrollo	   de	   la	   tolerancia	   periférica	   y	   por	   tanto	   son	   esenciales	   para	   prevenir	   enfermedades	  
inflamatorias	  autoinmunes	  y	  crónicas.	  Sin	  embargo,	   la	  falta	  de	  marcadores	  específicos	  y	   la	   insuficiente	  
comprensión	   de	   la	   biología	   de	   estas	   células	   constituyen	   los	   dos	  mayores	   obstáculos	   para	   desarrollar	  
protocolos	   de	   inmunoterapia	   para	   estas	   enfermedades.	   En	   este	   trabajo	   hemos	   analizado	   el	   papel	   de	  
CD69	   en	   la	   función	   de	   las	   células	   Treg	   Foxp3+.	   Alrededor	   de	   la	   mitad	   de	   las	   Treg	   localizadas	   en	   los	  
órganos	   linfoides	   expresan	  CD69	  en	  homeostasis	   y	   es	   esta	   subpoblación	  de	   células	   Treg	  CD69+	  la	   que	  
tiene	   mayores	   niveles	   de	   expresión	   de	   los	   marcadores	   asociados	   a	   procesos	   de	   supresión	   de	   la	  
inflamación	   y	   por	   tanto	   son	  más	   proclives	   a	   intervenir	   en	   los	   procesos	   de	   generación	   de	   tolerancia.	  
Nuestros	   resultados	  apoyan	   firmemente	  un	  papel	  de	  CD69	  como	  un	   receptor	   crítico	  para	   controlar	   la	  
función	  supresora	  de	  estas	  células,	  tanto	  en	  procesos	  fisiológicos	  cómo	  patológicos.	  
	  
2.1.	  CD69	  ESTÁ	  CONSTITUTIVAMENTE	  EXPRESADO	  EN	  UNA	  POBLACIÓN	  DE	  CÉLULAS	  TREG	  	  
Una	  subpoblación	  de	  entre	  treinta	  y	  cincuenta	  por	  ciento	  del	  total	  de	  Treg	  CD4+CD25+Foxp3+	  en	  el	  timo	  
y	   los	  órganos	   linfoides	  secundarios	  expresan	  CD69	  en	  su	  membrana	  constitutivamente	  (Figura	  14A).	  El	  
análisis	   fenotípico	   adicional	   de	   éstas	   poblaciones	   de	   Treg	   CD69+	   y	   CD69-­‐	   procedentes	   de	   animales	  
CD69+/+	  o	  CD69-­‐/-­‐	   en	  homeostasis,	   reveló	  que	   los	  marcadores	   inmunosupresores	  CTLA-­‐4,	   ICOS,	  CD38	  y	  
GITR	  se	  expresaban	  más	  en	  la	  subpoblación	  de	  Treg	  CD69	  +	  en	  estado	  estacionario	  en	  comparación	  con	  
Treg	   CD69-­‐	   o	   procedentes	   de	   ratones	   CD69-­‐/-­‐	   (Figura	   14C),	   lo	   que	   sugiere	   que	   las	   características	  
fenotípicas	   de	   las	   Treg	   CD69+	   las	   hace	   más	   proclives	   a	   desarrollar	   mejor	   su	   función	   supresora.	   Sin	  
embargo,	  los	  niveles	  de	  expresión	  de	  otras	  proteínas	  relevantes	  para	  la	  función	  de	  las	  Treg,	  tales	  como	  
CD25,	  CD86	  o	  CD27,	  no	  se	  ven	  afectados	  en	  ausencia	  de	  CD69.	  Además,	  no	  observamos	  diferencias	  en	  la	  
expresión	  del	  factor	  de	  transcripción	  Foxp3+	  	  o	  en	  el	  porcentaje	  de	  las	  Treg	  de	  animales	  CD69-­‐/-­‐	  	  o	  CD69+/+	  
(Figura	  14D),	   lo	  que	  sugiere	  que	   las	  Treg	  deficientes	  en	  CD69	  podrían	   tener	  comprometida	  su	   función	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Figura	  14:	  CD69	  se	  expresa	  constitutivamente	  en	  una	  población	  de	  Treg.	  (A)	  Análisis	  por	  citometría	  de	  flujo	  de	  la	  
expresión	  de	  CD69	  en	  células	  CD4+	  Foxp3+	  en	  timo,	  bazo	  y	  ganglios	  mesentéricos	  (MS-­‐LN)	  y	  periféricos	  (P-­‐LN)	  de	  
ratones	  CD69+/+.	  Los	  histogramas	  representan	  la	  expresión	  de	  células	  CD4+	  Foxp3+	  CD69+	  (negro)	  y	  CD69-­‐	  (azul).	  (B)	  
Estrategia	   de	   análisis	   de	   los	   datos	  de	   FACS	  de	   células	   CD4+	   Foxp3+	  CD69+	  o	  CD69-­‐	   de	  bazo	  de	   ratones	  CD69+/+	  y	  
CD69-­‐/-­‐.	  (C)	  Expresión	  de	  marcadores	   inmuno-­‐supresores	  en	  Tregs	  CD69+	  (negro),	  CD69-­‐	  (azul)	  y	  CD69-­‐/-­‐	   (rojo).	  Las	  
áreas	   sombreadas	   en	   gris	   representan	   el	   control	   del	   isotipo	   de	   anticuerpo	   y	   los	   gráficos	   de	   barras	  muestran	   la	  
media	  de	  la	  intensidad	  de	  la	  fluorescencia	  (MFI).	  (D)	  Análisis	  de	  citometría	  de	  flujo	  de	  células	  CD4+	  Foxp3+	  aisladas	  
de	   ganglios	   linfáticos	  MS-­‐LN	   y	   P-­‐LN,	   y	   	   de	   bazo	   de	   ratones	   Cd69+/+	   y	   Cd69-­‐/-­‐	   de	   4,	   12	   y	   20	   semanas	   de	   edad.	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Cuantificación	   de	   los	   porcentajes	   de	   células	   T	   CD4+Foxp3+.	   Los	   datos	   son	   representativos	   de	   tres	   experimentos	  
independientes.	  *	  P	  <0.05,	  **	  P	  <0.01,	  ***	  P	  <0.001.	  
	  
2.2.	  LAS	  CÉLULAS	  TREG	  CD69-­‐	  TIENEN	  FUNCIÓN	  SUPRESORA	  DEFECTUOSA	  IN	  VITRO	  
Con	  el	  fin	  de	  evaluar	  el	  papel	  de	  CD69	  en	  la	  función	  supresora	  de	  las	  Treg	  se	  llevaron	  a	  cabo	  ensayos	  de	  
supresión	  de	  la	  función	  efectora	  de	  las	  células	  T.	  Para	  aislar	  las	  Tregs	  se	  emplearon	  animales	  reporteros	  
de	  Foxp3,	  que	  expresan	  una	  forma	  monomérica	  de	  la	  proteína	  RFP	  en	  el	  locus	  de	  Foxp3	  (Foxp3-­‐mRFP+),	  
y	  fueron	  separadas	  por	  citometría	  de	  flujo	  (separación:	  Sorting	  en	  FACS	  Aria,	  BD)	  (Figura	  15A).	  Para	  ello,	  
se	  co-­‐cultivaron	  células	  T	  convencionales	  (Tconv)	  de	  ratones	  CD69+/+	  con	  células	  Treg	  CD4+Foxp3-­‐mRFP+	  
CD69+	   o	   CD69–.	   Observamos	   una	   deficiencia	  marcada	   en	   la	   capacidad	   supresora	   de	   las	   Tregs	   Foxp3-­‐
mRFP+CD69-­‐	   en	   comparación	   con	   las	   Foxp3-­‐mRFP+CD69+,	   ya	   que	   no	   eran	   capaces	   de	   suprimir	   la	  
proliferación	  de	  las	  Tconv	  (Figura	  15B).	  
	  
	  
Figura	  15:	  Las	  células	  Treg	  CD69-­‐	  carecen	  de	  función	  supresora	  in	  vitro.	  (A)	  Estrategia	  de	  análisis	  de	  FACS	  para	  la	  
purificación	  de	  las	  poblaciónes	  de	  células	  Treg	  CD4+	  Foxp3-­‐mRFP+	  CD69+	  o	  CD69-­‐.	  (B)	  Histogramas	  representativos	  
de	   la	  proliferación	  de	  células	  Tconv	  solas	  (sombra	  gris),	  Tconv	  con	  CD4+	  Foxp3-­‐mRFP+	  CD69+	  (negro)	  o	  Tconv	  con	  
CD4+	   Foxp3-­‐mRFP+CD69-­‐	   (rojo),	   por	   incorporación	   y	   dilución	   del	   intercalante	   Cell	   violet.	   Cuantificación	   del	  
porcentaje	  de	  supresión	  de	  células	  Treg	  en	  relación	  al	  porcentaje	  de	  proliferación	  de	  células	  Tconv.	  Los	  datos	  son	  
representativos	  de	  tres	  experimentos	  independientes	  (n	  =	  3).	  **	  P	  <0,01.	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2.3.	  LA	  CAPACIDAD	  SUPRESORA	  DE	  LAS	  TREG	  DEFICIENTES	  EN	  CD69	  ESTÁ	  INHIBIDA	  IN	  VIVO	  EN	  PROTOCOLOS	  
DE	  TERAPIA	  CELULAR	  
Para	  testar	  el	  papel	  de	  CD69	  en	  la	  función	  supresora	  de	  las	  Tregs	  in	  vivo	  se	  desarrolló	  un	  modelo	  animal	  
de	  asma	  en	  el	  que	  se	  generó	  tolerancia	  al	  antígeno	  en	  pulmón,	  mediante	  la	  inmunización	  intratraqueal	  
(i.t.)	  del	  antígeno	  ovoalbumina	  (OVA)	  y	  la	  posterior	  exposición	  al	  antígeno	  inhalado.	  En	  este	  modelo	  los	  
animales	  CD69+/+	  no	  desarrollan	  asma	  tras	   la	  exposición	  a	  OVA,	  debido	  a	  que	  tienen	  Tregs	  funcionales	  
que	   inhiben	   la	   proliferación	   de	   las	   células	   Th2,	   causantes	   del	   asma	   alérgico.	   En	   cambio,	   los	   animales	  
CD69-­‐/-­‐	  expuestos	  a	  OVA	  desarrollan	  una	  fuerte	  respuesta	  asmática	  con	  un	  aumento	  del	  reclutamiento	  
de	  neutrófilos	  en	  los	  pulmones	  (Figura	  16).	  
	  
	  
Figura	   16.	   Los	   animales	   CD69-­‐/-­‐	   muestran	   un	   aumento	   de	   inflamación	   pulmonar	   en	   un	   modelo	   de	   asma	  
tolerogénico.	   Los	   animales	   fueron	   sensibilizados	   con	  OVA	   intratraqueal	   y	   posteriormente	   intraperitonealmente.	  
Después	  de	  20	  días	   los	  animales	   fueron	  expuestos	  a	  aerosol	  de	  OVA	  nebulizada.	  El	   grado	  de	   inflamación	  en	   los	  
pulmones	  se	  valoró	  mediante	  Tomografía	  Molecular	  Fluorescente	  (Molecular	  Fluorescence	  Tomography,	  FMT)	  tras	  
la	  inyección	  de	  una	  sonda	  de	  elastasa	  680,	  específica	  de	  neutrófilos.	  Se	  muestra	  la	  señal	  de	  la	  sonda	  en	  el	  animal	  
así	   como	  en	   los	  pulmones	  extraídos.	  Cuantificación	  de	   la	   señal	  de	   la	   sonda	  de	  elastasa	  en	  pico	  moles	   (pmol)	  en	  
cada	  grupo	  de	  animales.	  Los	  datos	  son	  representativos	  de	  3	  experimentos	  independientes.	  *	  P	  <0.05,	  **	  P	  <0.01,	  
***	  P	  <0.001.	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Para	   demostrar	   que	   la	   expresión	   de	   CD69	   en	   Tregs	   se	   requiere	   para	   restaurar	   la	   homeostasis	   en	   el	  
pulmón	  y	  suprimir	   la	   inflamación	  provocada	  en	  respuesta	  a	  antígenos	  inhalados,	   inmunizamos	  ratones	  
CD69+/+	  o	  CD69-­‐/-­‐	  con	  OVA.	  Se	  recolectaron	  MS-­‐LN	  y	  las	  células	  se	  expandieron	  ex	  vivo	  con	  TGFβ1	  e	  IL-­‐2	  
en	  presencia	  de	  iAPCs	  pre-­‐incubadas	  con	  OVAp.	  5x106células	  iTreg	  diferenciadas	  ex	  vivo	  se	  transfirieron	  
a	  ratones	  receptores	  o	  CD69-­‐/-­‐,	  19	  días	  después	  de	  inoculación	  i.t.	  con	  OVA.	  Después	  del	  tratamiento	  con	  
iTreg,	  todos	   los	  grupos	  de	  ratones	  se	  sometieron	  a	  aerosol	  de	  OVA	  tres	  días	  consecutivos,	  30	  minutos	  
cada	  grupo.	  Para	  analizar	  la	  inflamación	  en	  el	  pulmón	  se	  inyectó	  intravenoso	  (i.v.)	  la	  sonda	  de	  elastasa	  
activada	  de	  neutrófilos,	  12	  horas	  antes	  del	  análisis	  por	  FMT	  (Figura	  17A).	  El	  análisis	  de	  imágenes	  in	  vivo	  
por	   tomografía	  cuantitativa	   indicó	  que	  ninguno	  de	   los	   ratones	   receptores	  desarrolló	  características	  de	  
inflamación	   pulmonar	   cuando	   se	   inmunizaba	   con	   aerosol	   de	   PBS	   o	   estaban	   tratados	   con	   de	   Treg	  
derivadas	   de	   ratones	   donantes	   CD69+/+,	   mientras	   que	   se	   detectó	   una	   respuesta	   inflamatoria	   en	   los	  
pulmones	   de	   -­‐ratones	   CD69-­‐/-­‐	   o	   los	   receptores	   tratados	   con	   Treg	   CD69-­‐/-­‐	   (Figura	   17B	   y	   C).	   Además	   la	  
inflamación	   de	   los	   receptores	   CD69-­‐/-­‐	   estaba	   completamente	   inhibida	   tras	   inmunoterapia	   con	   Treg	  
CD69+/+	  (Figura	  17B	  y	  C).	  En	  paralelo,	  se	  trató	  un	  grupo	  distinto	  de	  ratones	  con	  2×105	  células	  Treg	  CD25+	  
obtenidas	  ex	  vivo	  de	  bazos	  ratones	  WT	  o	  CD69-­‐/-­‐,	  purificadas	  mediante	  separación	  por	  sorting.	  Se	  analizó	  
el	   porcentaje	   de	   neutrófilos	   de	   estos	   animales,	   obtenidos	   mediante	   lavados	   broncoalveolares	  
(Bronchoalveolar	  lavages;	  BALS)	  24	  horas	  después	  de	  la	  última	  exposición	  a	  PBS	  u	  OVA.	  Los	  resultados	  
confirmaron	  el	  experimento	  anterior,	  restableciéndose	  la	  tolerancia	  para	  los	  ratones	  CD69-­‐/-­‐	  expuestos	  a	  
OVA	  tratados	  con	  pTreg	  CD69+	  obtenidas	  ex	  vivo	   (Figura	  17D).	  Ya	  que	  CD69	  controla	   los	  niveles	  de	   los	  
receptores	  tipo	  1	  de	  esfingosina	  1	  fosfato	  (S1P1)	  en	  la	  membrana	  del	  linfocito	  y	  de	  este	  modo	  su	  salida	  
de	   los	  órganos	   linfoides	  a	   la	  circulación	   (Lamana	  et	  al.,	  2011),	  estudiamos	   la	  migración	  de	   las	  Tregs	  al	  
pulmón,	  para	  descartar	  un	  posible	  efecto	  de	  la	  falta	  de	  CD69	  en	  la	  migración	  al	  sitio	  de	  la	  inflamación.	  
Cuantificamos	  las	  células	  Treg	  CD4+	  Foxp3+	  de	  los	  ganglios	  linfáticos	  del	  mediastino	  y	  BALS	  después	  de	  la	  
transferencia	  de	   las	  pTregs	  encontrando	  un	  aumento	  en	   los	  números	  después	  de	   la	  exposición	  a	  OVA.	  
No	  se	  detectaron	  diferencias	   significativas	  entre	   ratones	  WT	  y	  CD69-­‐/-­‐transferidos	  con	  células	  CD69+	  o	  
CD69-­‐,	   confirmando	   así	   una	   disfunción	   en	   las	   Treg	   CD69-­‐/-­‐	   en	   lugar	   de	   un	   defecto	   en	   su	   migración	  
ratificando	  nuestros	  resultados	  anteriores	  (Figura	  18).	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Figura	  17.	  La	  terapia	  celular	  con	  Treg	  CD69+	  restaura	  la	  tolerancia	  pulmonar	  en	  ratones	  CD69-­‐/-­‐.	  (A)	  Esquema	  del	  
experimento	   de	   transferencia	   de	   células	   iTreg	   o	   pTreg	   obtenidas	   de	   ratones	   CD69+/+	   y	   CD69-­‐/-­‐	   antes	   de	   la	  
exposición	   a	   PBS	   u	   OVA.	   (B)	   Detección	   de	   neutrófilos	   activados	   en	   las	   vías	   respiratorias	   mediante	   FMT.	   Las	  
regiones	  tridimensionales	  representan	  la	  actividad	  de	  la	  elastasa	  de	  neutrófilos	  en	  las	  vías	  respiratorias	  superiores	  
y	   pulmón	   de	   ratones	   BALB/c	   CD69+/+	   y	   CD69-­‐/-­‐	   inmunizados	   con	   OVA	   y	   tratados	   con	   iTregs	   CD69+/+	   o	   CD69-­‐/-­‐.	  
Cuantificación	  de	  la	  fluorescencia	  emitida	  por	  la	  sonda	  activa	  de	  la	  elastasa	  de	  neutrófilos	  después	  del	  tratamiento	  
con	  iTreg	  (C).	  Porcentaje	  de	  neutrófilos	  (CD11b+Ly6G+)	  analizados	  por	  FACS,	  tras	  la	  transferencia	  con	  pTreg	  (D).	  Los	  
datos	   son	   representativos	   de	   dos	   experimentos	   independientes	   (n=	   4-­‐7).	   Los	   datos	   se	   analizaron	   por	   ANOVA	   y	  
post-­‐test	  de	  Bonferroni	  para	  comparar	  los	  diferentes	  grupos	  por	  pares.	  *	  P	  <0,05,	  **	  P	  <0,01,	  ***	  P	  <0,001.	  
Resultados	  
	   72	  
	  
	  
Figura	  18.	  Análisis	  de	  la	  migración	  de	  las	  Tregs	  al	  pulmón	  después	  de	  los	  protocolos	  de	  transferencia.	  Se	  analizó	  
las	   células	   CD4+	   Foxp3+	   de	   los	   ganglios	   del	   mediastino	   (Me-­‐LN)	   (A)	   y	   BALS	   (B)	   después	   de	   la	   transferencia	  
intravenosa	   de	   pTregs	   CD4+	   CD25+	   CD69+	   o	   CD69-­‐	   aisladas	   ex	   vivo	   por	   FACS.	   Los	   números	   en	   los	   diagramas	   de	  
citometría	  indican	  el	  porcentaje	  de	  CD4+	  Foxp3+	  en	  las	  regiones	  cuadradas.	  Los	  datos	  son	  representativos	  de	  dos	  
experimentos	  independientes	  (n=5).	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3.	  LA	  EXPRESIÓN	  DE	  CD69	  ES	  NECESARIA	  PARA	  EL	  DESARROLLO	  DE	  LA	  POBLACIÓN	  DE	  TTREG	  
	  
Las	   células	   T	   reguladoras	   derivadas	   del	   timo	   son	   clave	   para	   prevenir	   las	   enfermedades	   autoinmunes,	  
pero	  los	  mecanismos	  implicados	  en	  su	  desarrollo	  aún	  no	  han	  sido	  esclarecidos	  del	  todo.	  En	  este	  trabajo	  
se	  muestra	  que	  el	  receptor	  de	  lectina	  tipo	  C,	  CD69,	  controla	  el	  desarrollo	  de	  células	  tTreg,	  así	  como	  la	  
homeostasis	  de	  las	  células	  Treg	  periféricas	  a	  través	  de	  un	  mecanismo	  en	  el	  que	  están	  implicados	  el	  miR-­‐
155,	   su	   promotor	   BIC	   y	   un	   gen	   diana	   de	   este	  miRNA,	   el	   supresor	   de	   la	   señalización	   por	   citoquinas	   1	  
(suppressor	  of	  cytokine	  signaling	  1:	  SOCS1).	  
	  
3.1.	  EXPRESIÓN	  DE	  CD69	  EN	  TTREGS	  DE	  ANIMALES	  CD69+/+,	  CD69+/-­‐	  Y	  CD69-­‐/-­‐	  
Para	  determinar	  si	  CD69	  es	  necesario	  para	  el	  desarrollo	  de	  tTreg	  en	  el	  timo,	  se	  analizó	  la	  expresión	  de	  
CD69	  en	  la	  membrana	  de	  tTreg	  procedentes	  de	  ratones	  CD69+/+,	  CD69+/-­‐	  y	  CD69-­‐/-­‐	  hermanos	  de	  camada	  
y	  reporteros	  Foxp3-­‐mRFP.	  De	  acuerdo	  con	  datos	  previos	  en	  ratones	  no	  reporteros	  C57BL/6	  (Figura	  14A)	  
(Cortes	   et	   al.,	   2014),	   aproximadamente	   el	   30%	   de	   tTreg	   que	   expresaban	   Foxp3-­‐mRFP	   en	   el	   timo	   de	  
animales	  WT	  también	  expresaban	  CD69	  (Figura	  19A).	  Este	  porcentaje	  era	  menor	  en	  los	  ratones	  Foxp3-­‐
mRFP	  CD69+/-­‐	  no	  encontrándose	  en	  animales	  Foxp3-­‐mRFP	  CD69-­‐/-­‐,	  siendo	  similares	  las	  proporciones	  de	  
timocitos	   simples	   positivos	   CD4+	   (simple	   positive:	   CD4SP)	   y	   otras	   subpoblaciónes	   de	   timocitos	   en	  
animales	  reporteros	  CD69	  WT,	  CD69	  heterocigotos	  y	  CD69	  KO	  hermanos	  de	  camada	  (Figura	  19A	  y	  B).	  Sin	  
embargo,	  el	  número	  total	  de	  células	  y	  de	  CD4SP	  de	  los	  animales	  Foxp3-­‐mRFP	  CD69+/+	  era	  alrededor	  del	  
30%	  superior	  a	   los	  otros	  grupos	  (Figura	  19C	  y	  D).	  Estos	  resultados	  eran	  consistentes	  con	  datos	  previos	  
que	   indicaban	  que	   la	   sobreexpresión	  de	  CD69	  en	  el	   timo	  aumenta	   los	  niveles	  de	   timocitos	  SP,	  ya	  que	  
CD69	   está	   relacionado	   con	   el	   control	   de	   la	  migración	   de	   células	   a	   la	   periferia	   (Baeyens	   et	   al.,	   2015;	  
Lamana	   et	   al.,	   2011).	   Además,	   los	   ratones	   adultos	   Foxp3-­‐mRFP	   CD69-­‐/-­‐	   y	   CD69+/-­‐	   mostraron	   una	  
reducción	  marcada	  en	  la	  proporción	  y	  número	  de	  células	  tTreg	  en	  comparación	  con	  ratones	  reportero	  
CD69+/+	  (FIgura	  19E	  y	  F).	  Estos	  datos	  indicaban	  que	  CD69	  podría	  desempeñar	  un	  papel	  importante	  en	  la	  
regulación	   del	   desarrollo	   de	   tTreg,	   que	   podría	   estar	   enmascarado	   por	   los	   efectos	   de	   CD69	   en	   la	  
migración	  de	  los	  timocitos	  a	  la	  periferia.	  En	  paralelo,	  se	  encontró	  que	  ratones	  reportero	  adultos	  CD69-­‐/-­‐	  
también	  presentaban	  una	  disminución	  en	  la	  proporción	  de	  Treg	  periféricas	  (pTreg)	  en	  comparación	  con	  
los	  hermanos	  de	  camada	  CD69+/+	  (Figura	  20).	  Sorprendentemente,	  estos	  datos	  no	  eran	  consistentes	  con	  
los	  anteriormente	  obtenidos	  con	  ratones	  no	  reporteros	   (Figura	  14D)	   (Cortes	  et	  al.,	  2014).	  Para	  aclarar	  
las	  diferencias	  observadas	  entre	  el	  análisis	  por	  tinción	  de	  Foxp3	  y	  los	  animales	  reporteros,	  se	  realizaron	  
tinciones	   de	   Foxp3	   en	   el	   timo	   y	   bazos	   de	   ratones	   Foxp3-­‐mRFP	   (Figura	   21A).	   Los	   datos	   obtenidos	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ciertamente	   indicaban	   resultados	   dispares	   entre	   los	   dos	   métodos.	   La	   detección	   de	   Tregs	   por	   tinción	  
exógena	  con	  anticuerpos	  anti-­‐Foxp3	  (Figura	  B	  y	  C)	  difería	  de	  la	  expresión	  endógena	  de	  Foxp3-­‐mRFP	  en	  
función	  del	  tejido,	  sobredimensionando	  ligeramente	  estas	  poblaciones	  (Figura	  21D),	  lo	  que	  indicaba	  que	  
el	  uso	  de	  anticuerpos	  anti-­‐Foxp3	  no	  es	  tan	  preciso	  como	  la	  expression	  endógena	  de	  los	  genes	  reportero.	  
En	   resumen,	   CD69	   podría	   estar	   jugando	   un	   papel	   importante	   también	   en	   el	   desarrollo	   de	   las	   células	  




Figura	  19.	  Se	   requiere	  expresión	  de	  CD69	  para	   la	  diferenciación	  de	  células	  Treg	  derivadas	  de	   timo	  de	   ratones	  
adultos.	  (A)	  Los	  gráficos	  de	  densidad	  de	  citometría	  de	  flujo	  muestran	  la	  expresión	  de	  CD69	  en	  timocitos	  CD4+	  CD8-­‐	  
Foxp3+	  de	   ratones	   reporteros	   Foxp3-­‐mRFP/cd69+/+,	   Foxp3-­‐mRFP/CD69+/-­‐	   y	   Foxp3-­‐mRFP/CD69-­‐/-­‐	   de	  8-­‐12	   semanas	  
de	   edad.	   Los	   números	   indican	   el	   porcentaje	   (%)	   de	   células	   en	   el	   recuadro.	   (B)	   El	   gráfico	   de	   barras	  muestra	   el	  
porcentaje	  (±	  S.D.)	  de	  tTregs	  CD69	  +	  (negro)	  y	  CD69-­‐	  (blanco)	  en	  el	  timo.	  (C)	  Análisis	  de	  los	  timocitos.	  Se	  muestran	  
los	  porcentajes	  de	  los	  correspondientes	  precursors	  de	  células	  T	  derivadas	  de	  timo.	  (D)	  Número	  total	  de	  células	  del	  
timo	  (izquierda)	  y	  número	  total	  de	  células	  CD4	  SP	  (derecha)	  en	  reporteros	  hermanos	  de	  camada.	  (E)	  Análisis	  de	  la	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expresión	  endógena	  de	  Foxp3	  en	  tTreg	  en	  el	  timo	  de	  reporteros	  hermanos	  de	  camada.	  (F)	  Porcentajes	  (izquierda)	  y	  
número	  de	  células	  totales	  (derecha)	  de	  CD4+	  CD8-­‐	  Foxp3+	  tTreg.	  Datos	  correspondientes	  a	  7	  camadas	  de	  entre	  3	  y	  
12	  crías	  cada	  una.	  Se	  analizó	  un	  total	  de	  16	  animales	  Foxp3-­‐mRFP/CD69+/+,	  11	  Foxp3-­‐mRFP/CD69+/-­‐	  y	  12	  ratones	  
Foxp3-­‐mRFP/CD69-­‐/-­‐.	  Las	  barras	  de	  error	  muestran	  S.D.	  Los	  datos	  fueron	  analizados	  mediante	  ANOVA	  seguido	  de	  la	  
prueba	  de	  Bonferroni	  para	  comparar	  los	  diferentes	  grupos	  por	  parejas:	  *	  P	  <0,05,	  **	  P<0,01	  y	  ***	  P<0,001.	  
	  
Figura	  20.	  CD69	  se	  require	  para	   la	  homeostasis	  de	   las	  pTregs	  en	   los	  órganos	   linfoides	  secundarios.	   (A)	  Análisis	  
por	   citometría	   de	   flujo	   de	   las	   células	   CD4+	   Foxp3+	   en	   bazos	   (spleen)	   y	   ganglios	   periféricos	   (lymph	   nodes)	   de	  
animales	  cd69+/+,	  cd69+/-­‐	  y	  cd69-­‐/-­‐	  reporteros	  Foxp3-­‐mRFP	  y	  hermanos	  de	  camada	  de	  8	  a	  12	  semanas	  de	  edad.	  (B)	  
Porcentajes	   de	   CD4+	   Foxp3+	  en	   los	   diferentes	   órganos.	   Los	   histogramas	   de	   barras	   representan	   el	   porcentaje	   de	  
células	   CD69+	   (negro)	   y	   CD69-­‐	   (blanco)	   dentro	   de	   las	   pTregs	   de	   bazos	   y	   ganglios.	   Los	   datos	   fueron	   analizados	  
mediante	  ANOVA	  seguido	  de	  la	  prueba	  de	  Bonferroni	  para	  comparar	  los	  diferentes	  grupos:	  *	  P	  <0,05.	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Figura	   21.	   El	   uso	   de	   anticuerpos	   anti-­‐Foxp3	   no	   es	   equivalente	   a	   los	   niveles	   endógenos	   del	   factor	   de	  
transcripción.	  Realizamos	  un	  marcaje	  de	  anti-­‐Foxp3	   con	  dos	   fluoróforos	  diferentes:	   PE	   y	   FITC	   (fluorescein	   and	  
phycoerythrin)	  en	  células	  de	  timo	  y	  bazo	  de	  animales	  reporteros	  Foxp3-­‐mRFP/cd69+/+	  y	  Foxp3-­‐mRFP/cd69-­‐
/-­‐.	  (A)	  Análisis	  de	  los	  niveles	  endógenos	  de	  Foxp3+	  en	  células	  CD4+	  de	  animales	  transgénicos	  Foxp3-­‐mRFP.	  Análisis	  
de	  la	  expresión	  de	  Foxp3	  tras	  tinción	  con	  anticuerpos	  anti-­‐Foxp3	  conjugados	  con	  PE	  (B)	  o	  FITC	  (C).	  EL	  porcentaje	  de	  
células	  Foxp3+	  se	  analizó	  en	  diferentes	  canales	  de	  emisión	  tras	   la	  adquisición	  de	  los	  datos	  de	  citometría	  de	  flujo	  
(LRS	  Fortessa	  BD),	  después	  de	  su	  excitación	  con	  las	  diferentes	  longitudes	  de	  onda.	  (D)	  Los	  histogramas	  muestran	  la	  
comparación	  entre	  las	  distintas	  técnicas	  de	  detección.	  Los	  datos	  fueron	  analizados	  mediante	  ANOVA	  seguido	  de	  la	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3.2.	  LA	  DELECIÓN	  DE	  CD69	  INHIBE	  LA	  DIFERENCIACIÓN	  DE	  TTREG	  EN	  CULTIVOS	  DE	  LÓBULOS	  DE	  TIMO	  FETAL	  	  
Para	   determinar	   si	   la	   deficiencia	   en	   CD69	   conduce	   a	   un	   desarrollo	   disminuido	   de	   tTreg,	  
independientemente	   del	   estado	   de	   maduración	   tímica	   o	   de	   la	   migración	   de	   timocitos	   a	   la	   periferia	  
mediado	  por	  S1P1	  y	  cuya	  expresión	  está	  asociada	  a	  la	  falta	  de	  CD69,	  se	  realizaron	  cultivos	  de	  lóbulos	  de	  
timo	  fetal	  (fetal	  thymus	  organ	  culture:	  FTOC).	  Para	  ello	  utilizamos	  timos	  de	  embriones	  de	  ratón	  de	  entre	  
15	  y	  17	  días	  de	  edad	  (E15-­‐E17),	  y	  se	  analizaron	  los	  timocitos	  CD4SP	  totales	  y	  la	  diferenciación	  de	  tTreg	  
durante	  5	  días	  de	   cultivo,	   comparando	   las	  diferencias	  entre	   lóbulos	  de	   timo	  de	  embriones	  de	  estadio	  
E15-­‐17	   CD69+/+	   y	   CD69-­‐/-­‐.	   Los	   FTOC	   de	   animales	   CD69-­‐/-­‐	   mostraron	   una	   marcada	   reducción	   en	   el	  
porcentaje	  y	  en	  el	  valor	  absoluto	  de	  número	  de	  células	  tTreg	  Foxp3+,	  con	  cambios	  insignificantes	  en	  el	  
número	   total	   de	   células	   (Figura	   22A	   y	   B).	   Estos	   datos	   indicaban	   que	   CD69	   es	   requerido	   durante	   la	  
diferenciación	  de	  tTreg	  en	  las	  primeras	  etapas	  del	  desarrollo.	  Para	  confirmar	  estos	  resultados,	  FTOCs	  de	  
E15	   fueron	   tratados	   durante	   14	   días	   con	   el	   anticuerpo	   anti-­‐CD69	   (2.2),	   que	   regula	   negativamente	   la	  
expresión	  de	  CD69	  en	  la	  membrana	  así	  como	  su	  señalización	  en	  el	  citoplasma.	  De	  acuerdo	  con	  los	  datos	  
anteriores,	   los	   FTOCs	   procedentes	   de	   animales	   CD69+/+	   tratados	   con	   el	   anticuerpo	   2.2	   muestran	  
proporciones	  notablemente	  menores	  de	  células	  tTreg	  Foxp3+	  que	  los	  FTOCs	  tratados	  con	  el	  anticuerpo	  
control	  de	  isotipo	  (2.8),	  siendo	  el	  numero	  total	  de	  células	  de	  los	  FTOCs	  similar	  con	  los	  dos	  tratamientos	  
(Figura	  22C	  y	  D).	  Estos	  hallazgos	  son	  consistentes	  con	  trabajos	  previos	  que	  indicaban	  que	  los	  timocitos	  
inmaduros	  CD69+	  son	  los	  precursores	  de	  lasTreg	  intratímicas	  en	  humanos	  y	  ratones	  (Martin-­‐Gayo	  et	  al.,	  
2010).	  	  
	  
3.3	  LA	  GENERACIÓN	  DE	  CÉLULAS	  TTREG	  Y	  PTREG	  A	  PARTIR	  DE	  PRECURSORES	  HEMATOPOIETICOS	  CD69-­‐/-­‐	  
ESTÁ	  INHIBIDA	  
Para	  explorar	  en	  más	  detalle	  el	  papel	  de	  CD69	  en	  los	  precursores	  hematopoiéticos	  y	  la	  diferenciación	  de	  
las	   tTreg	   realizamos	   experimentos	   de	   reconstitución	   de	   médula	   ósea.	   Transferimos	   una	   mezcla	   de	  
iguales	   proporciones	   de	   células	   madre	   hematopoiéticas	   de	   la	   médula	   ósea	   de	   animales	   Foxp3-­‐
mRFP/CD69+/+/CD45.1+	  y	  Foxp3-­‐mRFP/CD69-­‐/-­‐/CD45.2+	  a	  animales	  receptores	  Rag2-­‐/-­‐	  γc-­‐/-­‐	  tras	  irradiación	  
sub-­‐letal.	  Después	  de	   la	   reconstitución,	   se	   analizaron	   los	  porcentajes	   y	   números	  de	   células	   Treg	  CD4+	  
Foxp3+	   CD45.1+	   derivados	   de	   precursores	   CD69+	   y	   CD45.2+	   de	   precursores	   CD69-­‐	   (Figura	   23A).	   El	  
porcentaje	  de	   células	   Treg	  originadas	  de	  precursores	  CD69-­‐/-­‐	   era	  marcadamente	  más	  bajo	   en	  el	   timo,	  
siendo	   iguales	   los	   números	   de	   células	   CD4SP	   en	   el	   timo	   (Figura	   23B	   y	   C).	   Estos	   datos	   junto	   con	   los	  
experimentos	  de	  FTOC	  confirman	  que	  CD69	  tiene	  un	  importante	  papel	  para	  la	  correcta	  diferenciación	  de	  
las	  células	  tTreg	  a	  partir	  de	  los	  precursores	  intratímicos.	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Figura	   22.	   La	   expresión	   de	   CD69	   es	   clave	   en	   la	   diferenciación	   embrionaria	   de	   tTregs.	   (A)	   Análisis	   por	   FACS	  
representativos	  de	  FTOC	  de	  5	  días	  pertenecientes	  a	  embriones	  CD69+/+	   y	  Cd69-­‐/-­‐	   en	   fondo	  genético	  C57BL/6.	   Se	  
analizaron	   los	   lóbulos	   tímicos	  de	  embriones	  de	  estadio	  15	   -­‐	  17	  y	   los	  porcentajes	  de	   tTreg	  que	  desarrollaron.	   (B)	  
Número	  total	  de	  células	  de	  los	  lóbulos	  de	  timo	  fetal	  y	  de	  CD4+	  Foxp3+.	  (C)	  FTOCs	  de	  embriones	  de	  17	  días	  (E17)	  de	  
animales	  CD69+/+,	  se	  mantuvieron	  4-­‐14	  días	  en	  cultivo	  en	  presencia	  de	  anticuerpos	  monoclonales	  anti-­‐CD69	  (2.2)	  o	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el	  anticuerpo	  control	  de	  isotipo	  (2.8).	  Las	  gráficas	  de	  densidad	  muestran	  el	  porcentaje	  de	  tTreg	  en	  los	  días	  4,	  11	  y	  
14	   de	   cultivo	   (D)	   Número	   total	   de	   células	   de	   los	   lóbulos	   de	   timo	   fetal	   y	   de	   CD4+	   Foxp3+	   en	   cada	   condición.	   Se	  
analizaron	  un	  total	  de	  31	  y	  36	  embriones	  de	  cinco	  hembras	  CD69+/+	  y	  cuatro	  hembras	  CD69-­‐/-­‐,	  respectivamente.	  Los	  
2	   lóbulos	   de	   cada	   timo	   fetal	   se	   analizaron	   por	   separado.	   Las	   barras	   de	   error	  muestran	   la	   S.D.	   y	   los	   valores	   se	  
calcularon	  en	   relación	  con	   los	  datos	  de	   los	   lóbulos	   control	  CD69+/+	  de	  cuatro	  ensayos	  FTOC	   independientes.	  *	  P	  
<0,05,	  **	  P	  <0,01,	  ***	  P	  <0,001	  (prueba	  t	  de	  Student).	  
	  
	  
Figura	   23:	   Los	   precursores	   hematopoyéticos	   CD69+	   tienen	   mayor	   potencial	   para	   el	   desarrollo	   de	   tTregs.	   (A)	  
Esquema	  de	  la	  generación	  de	  quimeras;	  los	  receptores	  Rag2-­‐/-­‐	  γc-­‐/-­‐	  irradiados	  fueron	  trasplantados	  con	  una	  mezcla	  
de	   precursores	   de	   médula	   ósea	   CD45.1/Foxp3-­‐mRFP/CD69+/+	   o	   CD45.2/Foxp3-­‐mRFP/CD69-­‐/-­‐	   en	   una	   proporción	  
1:1.	  (B)	  Los	  diagramas	  representativos	  muestran	  la	  contribución	  de	  los	  diferentes	  precursores	  de	  médula	  ósea	  al	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desarrollo	  de	  células	  tTreg	  y	  expresión	  de	  CD69	  en	  tTreg	  determinado	  por	  FACS.	  (C)	  Porcentajes	  de	  células	  CD4SP	  y	  
CD4+	   CD8-­‐	   Foxp3+	   tTreg	   pertenecientes	   a	   los	   donantes	   CD45.1	   o	   CD45.2	   en	   el	   timo.	   Todos	   los	   datos	   son	  
representativos	  de,	  al	  menos,	  3	  experimentos	   independientes	  con	  al	  menos	  3	  ratones	  receptores	  por	  grupo.	  Las	  
barras	  de	  error	  muestran	  S.D.	  *	  P	  <0,05,	  **	  P	  <0,01,	  ***	  P	  <0,001	  (prueba	  t	  de	  Student).	  
3.4.	  LA	  DEFICIENCIA	  EN	  CD69	  INHIBE	  LA	  SEÑALIZACIÓN	  DE	  STAT5	  Y	  LA	  DIFERENCIACIÓN	  DE	  TTREGS	  
DEPENDIENTE	  DE	  LA	  VÍA	  BIC/MIR-­‐155	  
Nuestro	  grupo	  ha	  demostrado	  anteriormente	  que	  CD69	  activa	  la	  vía	  de	  señalización	  de	  Stat5	  (Martín	  et	  
al.,	   2010).	   Por	   ello,	   para	   investigar	   el	  mecanismo	  molecular	   que	   interviene	   en	   el	   desarrollo	   de	   tTreg	  
mediado	   por	   CD69,	   se	   examinó	   la	   vía	   de	   señalización	   del	   transductor	   de	   señales	   y	   activador	   de	   la	  
transcripción	  5	   (signal	   transducer	  and	  activator	  of	   transcription	  5:	   Stat5)	  que	  estimula	  el	  promotor	  de	  
Foxp3,	   induciendo	   el	   desarrollo	   de	   tTreg.	   Las	   poblaciones	   de	   tTregs,	   Foxp3-­‐mRFP+/CD69+	   y	   la	   Foxp3-­‐
mRFP+/CD69-­‐	  fueron	  separadas	  mediante	  fluorescence-­‐activated	  cell	  sorting	  (FACS	  Aria,	  BD)	  de	  timos	  de	  
animales	  WT.	   El	   análisis	   de	   la	   activación	   de	   Stat5	   (fosforilación	   de	   Stat5	   en	   la	   Tyr694)	   por	   citometría	  
(Figura	  24A)	  y	  western	  blot	  (WB)	  (Figura	  24B),	  mostró	  una	  disminución	  de	  la	  fosforilación	  de	  STAT5	  en	  
las	  tTreg	  CD69-­‐	  en	  condiciones	  basales,	  lo	  que	  indicaba	  que	  la	  expresión	  CD69	  mantiene	  activa	  la	  vía	  de	  
STAT5	   en	   las	   tTreg	   en	   el	   timo.	   El	   análisis	   de	   las	   dos	   poblaciones	   de	   pTreg	   en	   el	   bazo	   confirmó	   estos	  
resultados,	  por	   lo	  que	   también	  había	  una	  menor	   fosforilación	  de	  Stat5	  en	   las	  pTreg	  CD69-­‐	  de	  órganos	  
linfoides	  secundarios	  (Figura	  25A).	  Sin	  embargo,	  no	  encontramos	  variaciones	  en	  la	  expresión	  del	  factor	  
de	  trascripción	  Foxp3	  en	  tTreg	  (Figura	  24C)	  o	  pTreg	  (Figura	  25B)	  CD69+	  o	  CD69-­‐,	   lo	  que	  indicaba	  que	  la	  
fosforilación	   de	   Stat5	   inducida	   por	   CD69	   podría	   actuar	   independiente	   de	   Foxp3	   en	   las	   Treg.	   Para	  
profundizar	  más	  en	  esta	  observación	  analizamos	  los	  niveles	  de	  expresión	  de	  miR-­‐155	  y	  su	  promotor	  BIC	  
en	   ambas	   poblaciones	   celulares.	   Está	   descrito	   que	   éste	   miRNA	   interviene	   en	   los	   procesos	   de	  
diferenciación	  de	  células	  Treg	  a	  través	  de	  la	  regulación	  de	  la	  expresión	  de	  su	  gen	  diana	  SOCS1	  (Yao	  et	  al.,	  
2012).	   Comprobamos	   que	   los	   niveles	   de	   miR-­‐155	   y	   su	   promotor	   BIC	   estaban	   significativamente	  
disminuidos	  en	  las	  poblaciónes	  de	  tTreg	  (Figura	  Figura	  24D)	  y	  pTreg	  (Figura	  25B)	  CD69-­‐,	  mientras	  que	  su	  
diana	  SOCS1,	  estaba	  aumentada	  tanto	  a	  nivel	  transcripcional	  (Figuras	  24E	  y	  25B)	  como	  de	  proteína	  por	  
WB	  (Figuras	  24F	  y	  25B)	  en	  las	  Treg	  CD69-­‐.	  	  
Para	   confirmar	   estos	   resultados	   en	   células	   deficientes	   en	   CD69,	   analizamos	   la	   ruta	   de	   Stat5	   en	   las	  
poblaciones	   de	   tTreg	   de	   ratones	   de	   CD69+/+,	   CD69+/-­‐	  y	   CD69-­‐/-­‐	   Foxp3-­‐mRFP.	   La	   fosforilación	   de	   Stat5	  
estaba	  parcialmente	  inhibida	  en	  las	  tTreg	  CD69+/-­‐	  en	  comparación	  con	  las	  CD69-­‐/-­‐,	  cuya	  vía	  de	  activación	  
de	  Stat5	  estaba	  casi	  completamente	  inhibida	  (Figura	  25A).	  De	  acuerdo	  a	  lo	  anterior,	   las	  tTreg	  CD69+/-­‐	  y	  
CD69-­‐/-­‐	  presentaban	  niveles	  muy	  bajos	  de	  miR-­‐155	  en	  comparación	  con	  las	  tTregs	  CD69+/+	  (Figura	  25B).	  
Por	   consiguiente,	   el	   gen	   socs1	   estaba	  moderada	   y	   fuertemente	   expresado	   en	   tTreg	   CD69+/-­‐	   y	   CD69-­‐/-­‐,	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respectivamente	  (Figura	  25B).	  Nuestros	  datos	  sugieren	  que	  la	  pérdida	  de	  al	  menos	  un	  alelo	  de	  CD69	  en	  
las	  tTregs	  modifica	  drásticamente	  la	  expresión	  del	  receptor	  en	  la	  membrane	  (Figura	  19A	  y	  B),	  de	  forma	  
que	  impide	  la	  activación	  completa	  de	  la	  vía	  de	  Stat5,	  la	  transcripción	  de	  miR-­‐155,	  la	  inhibición	  de	  SOCS-­‐1	  
y	  la	  adecuada	  diferenciación	  de	  tTreg.	  	  
	  
	  
Figura	  24.	  Activación	  de	  Stat5	  y	  expresión	  de	  miR-­‐155	  y	  su	  proteína	  diana	  SOCS1	  en	  células	  Treg	  CD69+	  y	  CD69-­‐.	  
(A)	  Histograma	  representativo	  de	  los	  niveles	  de	  fosforilación	  de	  la	  Tyr694	  de	  Stat5	  analizados	  por	  FACS	  en	  células	  
tTreg	  CD69	   +	  o	  CD69-­‐.	  A	   la	  derecha,	   los	  niveles	  de	   fosforilación	  de	  Stat5	   represantodos	  como	   la	  diferencia	  en	   la	  
intensidad	  de	  la	  fluorescencia	  entre	  las	  células	  tratadas	  con	  el	  anticuerpo	  de	  Phospho-­‐Stat	  5	  y	  las	  células	  tratadas	  
con	   el	   anticuerpo	   control	   de	   isotipo.	   Las	   líneas	   enlazan	   los	   valores	   de	   Stat5	   fosforilado	   en	   tTreg	   CD69+	   y	   CD69-­‐	  
aisladas	  del	  mismo	  ratón.	  (B)	  WB	  representantivo	  de	  la	  fosforilación	  de	  Stat5	  en	  las	  mismas	  poblaciones	  de	  tTreg	  
que	  en	  A.	  La	  cuantificación	  de	  los	  niveles	  de	  fosforilación	  se	  normalizaron	  por	  los	  niveles	  de	  proteína	  total	  Stat5	  y	  
el	  control	  de	  carga	  β-­‐actina.	  (C)	  Analisis	  por	  q-­‐PCR	  de	   la	  expresión	  relativa	  de	  Foxp3,	  (D)	  el	  promotor	  BIC,	  mmu-­‐
miR-­‐155	  y	   (E)	  SOCS1	  en	  tTreg	  CD69+	  y	  CD69-­‐.	  La	  expresión	  en	  unidades	  arbitrarias	   (Arbitrary	  Units)	  se	  normalizó	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con	  los	  niveles	  de	  éstas	  moléculas	  en	  tTreg	  CD69+.	  (F)	  WB	  representantivo	  de	  la	  expresión	  de	  la	  proteína	  SOCS1	  en	  
células	   tTreg	   Foxp3mRFP+CD69+	   y	   CD69+	   sorteadas.	   Los	   niveles	   de	   proteína	   de	   SOCS1	   se	   normalizaron	   con	   el	  
control	  de	  carga	  de	  β-­‐actina	  (n-­‐fold	  increase).	  Todos	  los	  experimentos	  se	  realizaron	  con	  células	  procedentes	  de	  al	  
menos	  4	  sortings	  independientes	  de	  células	  de	  timo	  de	  animales	  reporteros	  CD69	  WT.	  Los	  datos	  fueron	  analizados	  
por	  la	  prueba	  t	  de	  Student	  (A	  -­‐	  E)	  excepto	  para	  los	  análisis	  de	  WB,	  para	  los	  que	  se	  muestran	  geles	  representativos.	  
Las	  barras	  de	  error	  muestran	  S.D.	  **	  P	  <0,01,	  ***	  P	  <0,001.	  
	  
Figura	   25:	  Niveles	   de	   fosforilación	   de	   Stat5	   y	   expresión	   de	  miR-­‐155	   y	   SOCS1	   en	   células	   tTreg	   procedentes	   de	  
animales	  reportero	  Foxp3-­‐RFP	  CD69+/+,	  CD69+/-­‐	  y	  CD69-­‐/-­‐.	  (A)	  Histograma	  representativo	  del	  análisis	  por	  citometría	  
de	  la	  fosforilación	  de	  STAT5	  en	  tTreg	  de	  ratones	  Foxp3-­‐RFP	  CD69+/+,	  CD69+/-­‐	  y	  CD69-­‐/-­‐.	  Derecha,	  cuantificación	  de	  
los	   niveles	   de	   fosforilación	   de	   Stat5	   mostrados	   como	   media	   geométrica	   de	   la	   intensidad	   de	   fluorescencia.	   (B)	  
Niveles	   transcripcionales	   del	  mmu-­‐miR-­‐155	   y	   SOCS1	   analizados	   por	   qPCR	   en	   células	   tTreg	   de	   ratones	   reportero	  
Foxp3-­‐RFP	  CD69+/+,	  CD69+/-­‐	  y	  CD69-­‐/-­‐.	  Todos	  los	  datos	  están	  derivados	  de	  al	  menos	  5	  sortings	  independientes	  con	  3	  
animales	  por	  separación.	  Las	  barras	  de	  error	  muestran	  S.D.	  Los	  datos	  fueron	  analizados	  mediante	  ANOVA	  seguido	  
de	  la	  prueba	  de	  Bonferroni	  para	  comparar	  los	  diferentes	  grupos	  por	  parejas:	  *	  P	  <0,05,	  **	  P<0,01	  y	  ***	  P<0,001.	  
	  
3.5.	  LOS	  ANIMALES	  MIR-­‐155-­‐/-­‐	  PRESENTAN	  DEFICIENCIAS	  EN	  LA	  GENERACIÓN	  DE	  CÉLULAS	  TREG	  CD69+	  
Ya	  que	  la	  expresión	  de	  CD69	  regula	  la	  expresión	  de	  miR-­‐155	  en	  las	  tTregs,	  quisimos	  analizar	  si	  las	  tTregs	  
deficientes	  en	  miR-­‐155,	  que	  tienen	  graves	  deficiencias	  en	  tTregs	  y	  pTregs	   (Kohlhaas	  et	  al.,	  2009;	  Lu	  et	  
al.,	  2009),	  desarrollaban	  a	  su	  vez	  Tregs	  CD69+.	  Analizamos	  los	  niveles	  de	  células	  tTreg	  y	  pTreg	  de	  ratones	  
miR-­‐155-­‐/-­‐	   y,	   de	   acuerdo	   con	   el	   trabajo	   anterior,	   los	   ratones	   miR-­‐155-­‐/-­‐	   mostraban	   un	   número	   muy	  
reducido	  de	  tTreg	  y	  pTreg	  (Figuras	  26A	  y	  C),	  así	  como	  una	  importante	  reducción	  en	  el	  desarrollo	  de	  Treg	  
CD69+,	  tanto	  en	  timo	  como	  en	  bazo	  (Figura	  26A	  y	  C).	  En	  paralelo,	  analizamos	  la	  expresión	  del	  gen	  cd69	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en	  los	  timocitos	  de	  los	  animales	  miR-­‐155-­‐/-­‐	  encontrando,	  sorprendentemente,	  que	  la	  expresión	  del	  gen	  
cd69	  estaba	  inhibida	  casi	  por	  completo	  en	  el	  timo	  de	  ratones	  miR-­‐155-­‐/-­‐,	  lo	  que	  sugería	  fuertemente	  que	  
las	   dos	  moléculas	   CD69	   y	  miR-­‐155	   podrían	   tener	   vías	   de	   regulación	   de	   la	   expresión	   comunes	   (Figura	  
26B).	  Por	  lo	  tanto,	  La	  sobre-­‐expresión	  de	  SOCS-­‐1	  que	  regula	  negativamente	  la	  señalización	  de	  la	  vía	  de	  
Stat5,	  podría	  estar	  inhibiendo	  la	  diferenciación	  de	  tTreg	  en	  ratones	  CD69-­‐/-­‐	  de	  manera	  similares	  a	  lo	  que	  
sucede	  en	  los	  animales	  miR-­‐155-­‐/-­‐.	  
	  
Figura	  26:	  El	  desarrollo	  de	  Tregs	  CD69+	  está	  inhibido	  en	  el	  timo	  y	  el	  bazo	  de	  ratones	  miR-­‐155-­‐/-­‐.	  Los	  gráficos	  de	  
densidad	  y	   los	  histogramas	  muestran	  el	  porcentaje	  de	  células	  tTreg	  CD4+	  CD8-­‐	  Foxp3+	  y	   la	  expresión	  de	  CD69	  en	  
estas	  células	  (A)	  o	  en	  linfocitos	  de	  bazo	  CD4+	  CD8-­‐	  Foxp3+	  (C),	  de	  ratones	  WT	  o	  miR-­‐155-­‐/-­‐.	  Los	  números	  indican	  el	  
porcentaje	   de	   células	   incluidas	   en	   los	   recuadros.	   (B)	   Análisis	   por	   qPCR	   de	   la	   expresión	   de	   cd69	   en	   unidades	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arbitrarias	  en	  los	  timocitos	  de	  ratones	  WT	  o	  miR155-­‐/-­‐.	  Se	  muestran	  los	  resultados	  de	  5	  ratones	  WT	  y	  3	  miR	  155-­‐/-­‐.	  
Los	  datos	  se	  analizaron	  mediante	  t-­‐Test,	  las	  barras	  de	  error	  muestran	  S.D.	  *	  P	  <0,05	  (prueba	  t	  de	  Student).	  
	  
3.6.	  LAS	  VÍAS	  DE	  IL-­‐2RΓ	  Y	  LA	  DE	  CD69	  SON	  IGUALMENTE	  NECESARIAS	  PARA	  EL	  DESARROLLO	  DE	  CÉLULAS	  
TREG	  CD25+	  INDUCIDAS	  IN	  VITRO	  
Para	   continuar	   con	  el	   estudio	  del	  papel	  no	   redundante	  de	  CD69	  en	  el	  desarrollo	  de	  Treg	   inducidas	   in	  
vitro	   (iTreg),	  se	  analizaron	  los	  niveles	  de	  Foxp3	  en	  ausencia	  de	  la	  señalización	  mediada	  por	  la	  vía	  Jak3-­‐
Stat5.	  Cultivamos	  células	  T	  CD4+	  vírgenes	  en	  condiciones	  de	  diferenciación	  de	  Treg	  con	  TGFβ	  e	  IL-­‐2,	  en	  
presencia	   de	   células	   presentadoras	   de	   antígeno.	   El	   uso	   de	   un	   inhibidor	   químico	  de	   Jak3	   disminuyó	   la	  
fosforilación	  Stat5	  de	  las	  células	  iTreg	  CD69+/+	  a	   los	  niveles	  de	  las	  células	   iTreg	  CD69-­‐/-­‐	  (Figura	  27A),	  sin	  
embargo,	  el	  porcentaje	  de	  células	  Foxp3-­‐RFP+	  era	  comparable	  en	  ambos	  genotipos,	  incluso	  más	  alta	  en	  
Treg	  CD69-­‐/-­‐	   independientemente	  de	  la	  inhibición	  de	  Jak3-­‐Stat5	  (Figura	  27B),	  lo	  que	  indicaba	  que	  la	  vía	  
de	  señalización	  Jak3-­‐Stat5	  no	  es	  necesaria	  para	  expresión	  de	  Foxp3	  por	  las	  iTreg,	  corroborando	  los	  datos	  
anteriores	  en	  tTreg	  (Figura	  24C).	  Se	  ha	  descrito	  que	  la	  expresión	  de	  Foxp3	  es	  dependiente	  de	  la	  cadena	  γ	  
del	  receptor	  de	  la	  IL-­‐2	  (IL-­‐2Rγc),	  por	  lo	  que	  los	  ratones	  IL-­‐2Rγ-­‐/-­‐	  no	  tienen	  células	  Foxp3+	  en	  el	  timo	  o	  el	  
bazo	  (Fontenot	  et	  al.,	  2005).	  Sin	  embargo,	  la	  expresión	  de	  Treg	  CD25+	  es	  detectable	  en	  el	  timo	  y	  el	  bazo	  
de	   los	   ratones	   IL-­‐2Rγ-­‐/-­‐	   (Fontenot	   et	   al.,	   2005).	   Nuestro	   objetivo	   fue	   abordar	   el	   papel	   de	   CD69	   en	   el	  
desarrollo	   de	   iTreg	   CD25+	   en	   ausencia	   de	   las	   vías	   señalización	   IL-­‐2Rγ/Foxp3.	   Para	   ello,	   generamos	  
ratones	   doble	   knock-­‐out	   para	   IL-­‐2Rγ-­‐/-­‐	   y	   CD69-­‐/-­‐.	   Analizamos	   los	   niveles	   de	   células	   iTreg	   CD25+	  
procedentes	  de	   ratones	   IL-­‐2Rγ-­‐/-­‐	   o	   ratones	   IL-­‐2Rγ-­‐/-­‐/CD69-­‐/	  -­‐inducidas	   con	  TGF-­‐β	  e	   IL-­‐2	  en	  presencia	  de	  
inhibidores	  de	  Jak3,	  comprobando	  que	  disminuía	   la	  fosforilación	  de	  Stat5	  en	   las	  células	   iTreg	   IL2Rγ-­‐/-­‐	  a	  
los	  niveles	  de	  las	  IL2Rγ-­‐/-­‐/CD69-­‐/-­‐	  (Figura	  27C).	  Además,	  la	  diferenciación	  de	  las	  células	  iTreg	  CD25+	  estaba	  
completamente	   inhibida	   en	   iTreg	   procedentes	   de	   IL-­‐2Rγ-­‐/-­‐/CD69-­‐/-­‐	   e	   iTreg	   IL-­‐2Rγ-­‐/-­‐	   tratadas	   con	  
inhibidores	   de	   Jak3	   (Figura	   27D).	   Estos	   datos	   indican	   que,	   en	   ausencia	   de	   la	   vía	   de	   señalización	   IL-­‐
2Rγ/Foxp3,	   la	  activación	  de	  Jak3/Stat5	  por	  parte	  de	  CD69	  es	  fundamental	  para	  el	  desarrollo	  de	  células	  
iTreg	  CD25+.	  Se	  ha	  propuesto	  que	  el	  miR-­‐155	  podría	  regular	  diferentes	  funciones	  según	  el	  tipo	  celular	  y	  
el	   contexto	   biológico,	   y	   la	   represión	   SOCS1	   mediada	   por	   miR-­‐155	   regularía	   la	   diferenciación	   de	   las	  
células	  Treg.	   (Lu	  et	  al.,	  2015).	  Se	  analizó	   la	  expresión	  de	  miR-­‐155,	  SOCS1,	  T-­‐bet	  y	  Eomes	  con	  el	   fin	  de	  
investigar	   si	   otros	   genes	   diana	   de	   miR-­‐155	   estan	   afectados	   en	   iTreg	   diferenciadas	   en	   ausencia	   de	  
señalización	  por	  Jak3-­‐STAT5	  activada	  a	  través	  de	  CD69.	  Se	  observó	  disminución	  de	  la	  expresión	  de	  miR-­‐
155	  en	  células	  iTreg	  CD69-­‐/-­‐	  en	  comparación	  con	  células	  iTreg	  CD69+/+	  (Figura	  28A),	  como	  ocurre	  con	  las	  
tTreg	   procedentes	   de	   timos	   de	   animales	   CD69-­‐/-­‐	   (Figura	   24D).	   Sin	   embargo,	   la	   inhibición	   de	   Jak3	   no	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contribuía	  a	   la	   inhibición	  de	  miR-­‐155,	  sugiriendo	  que	  otras	  vías	  de	  señalización	  podrían	  contribuir	  a	   la	  
regulación	  miR-­‐155	  en	  iTreg.	  Además,	  la	  expresión	  de	  SOCS1	  estaba	  fuertemente	  inducida	  en	  las	  células	  
iTreg	  CD69-­‐/-­‐	   en	   comparación	   con	   iTreg	   cd69	   +/+,	   pero	  no	  otros	  genes	  diana	  de	  miR-­‐155	  como	  T-­‐bet	  o	  
Eomes.	  Curiosamente,	  Jak3	  inhibe	  la	  expresión	  de	  SOCS1,	  T-­‐bet	  y	  Eomes	  en	  la	  ausencia	  de	  CD69	  (Figura	  
28B	   y	   C),	   apoyando	   la	   hipótesis	   de	   que	   otros	   mecanismos	   dependientes	   CD69	   podrían	   estar	  
involucrados	  en	  la	  regulación	  de	  estos	  genes	  diana.	  En	  conjunto,	  estos	  datos	  sugerían	  que	  CD69	  controla	  
la	  expresión	  de	  SOCS1	  y	  la	  diferenciación	  de	  Treg	  a	  través	  de	  la	  regulación	  la	  expresión	  de	  miR-­‐155,	  sin	  
descartar	  que	  otras	  moléculas	  puedan	  estar	  involucradas	  en	  el	  proceso.	  
	  
Resultados	  
	   86	  
	  
Figura	  27.	  La	  expresión	  de	  CD69	  rescata	  la	  diferenciación	  de	  iTreg	  en	  ausencia	  de	  la	  vía	  de	  IL-­‐2Rγc/Foxp3.	  (A)	  Se	  
cultivaron	  células	  T	  CD4+	  naïve	  de	  ratones	  Foxp3-­‐mRFP	  CD69+/+	  o	  CD69-­‐/-­‐	  hermanos	  de	  camada	  en	  condiciones	  de	  
diferenciación	  de	  células	  Treg	  durante	  72	  horas	  las	  últimos	  9	  horas	  se	  trataron	  con	  un	  inhibidor	  químico	  de	  Jak3	  o	  
con	   una	   concentración	   igual	   de	  DMSO	   Se	  muestran	   los	   porcentajes	   de	   células	   Phospho-­‐Stat5	   +	   y	   los	   niveles	   de	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fosforilación	  Stat5	  analizados	  por	  FACS	  y	  comparados	  con	  el	  anticuerpo	  control	  de	   isotipo.	   (B)	  Cuantificación	  de	  
células	   Foxp3-­‐mRFP+	   tratadas	   cómo	   en	   A.	   (C)	   células	   T	   CD4+	   vírgenes	   procedentes	   de	   ratones	   IL2Rγ-­‐/-­‐CD69+/+	   e	  
IL2Rγ-­‐/-­‐/CD69-­‐/-­‐	  	  se	  cultivaron	  como	  en	  A	  y	   los	  porcentajes	  de	  células	  Phospho-­‐Stat5+	  y	   los	  niveles	  de	  fosforilación	  
Stat5	  fueron	  analizados	  por	  FACS.	  (D)	  Cuantificación	  de	  células	  Treg	  CD25+	  mediante	  FACS.	  Los	  datos	  son	  de	  dos	  
experimentos	   independientes	   (n=3)	   de	   cada	   genotipo.	   Las	   barras	   de	   error	   muestran	   S.D.	   Los	   datos	   fueron	  
evaluados	   por	   ANOVA	   seguido	   de	   Bonferroni	   para	   comparar	   los	   diferentes	   grupos	   por	   parejas:	   *	   P	   <0,05,	   **	   P	  





Figura	  28.	  Expresión	  del	  miR-­‐155	  y	  genes	  diana	  en	  ausencia	  de	  señalización	  por	  Jak3/Stat5.	  Las	  células	  iTregs	  se	  
cultivaron	  del	  mismo	  modo	  que	  en	  Figura	  27	  se	  trataron	  con	  un	  inhibidor	  de	  Jak3	  las	  últimas	  9	  horas	  del	  cultivo.	  Se	  
analizó	  por	  qPCR	  la	  expresión	  relativa	  de	  miR-­‐155	  (A),	  SOCS1	  (B),	  T-­‐bet	  y	  Eomes	  (C)	  en	  iTregs	  de	  animales	  cd69+/+	  o	  
cd69-­‐/-­‐.	   Se	   muestran	   los	   datos	   de	   dos	   experimentos	   independientes.	   Los	   datos	   fueron	   evaluados	   por	   ANOVA	  
seguido	  de	  Bonferroni	  para	  comparar	  los	  diferentes	  grupos	  por	  parejas:	  *	  P	  <0,05,	  **	  P	  <0,01,	  ***	  P	  <0,001.	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3.7.	   LOS	   NIVELES	   DE	   EXPRESIÓN	   DE	   MIR-­‐155	   Y	   CD69	   SE	   CO-­‐REGULAN	   EN	   UN	   BUCLE	   DE	  
RETROALIMENTACIÓN	  POSITIVO.	  
Las	  secuencias	  de	  los	  promotores	  de	  CD69	  y	  BIC/miR-­‐155	  tienen	  varios	  sitios	  putativos	  de	  unión	  de	  Stat5	  
y	   del	   elemento	   AP-­‐1	   delante	   de	   la	   caja	   TATA.	   Además,	   el	   factor	   de	   transcripción	   AP-­‐1,	   altamente	  
inducido	  después	  de	  la	  estimulación	  por	  TCR,	  regula	  la	  activación	  de	  ambos	  promotores	  de	  CD69	  y	  miR-­‐
155	   (Castellanos	   et	   al.,	   1997;	   Yin	   et	   al.,	   2008b),	   lo	   que	   sugiere	   que	   ambos	   promotores	   pueden	   ser	  
activados	  concomitantemente,	  por	  la	  misma	  vía	  TCR/CD3	  (Figura	  29).	  	  
	  
	  
Figura	   29:	   La	   señalización	   citoplasmática	   de	   CD69	   regula	   la	   expresión	   de	   miR-­‐155	   en	   un	   bucle	   de	  
retroalimentación	  positiva.	  La	  señalización	  concomitante	  de	  CD69	  e	  IL-­‐2R	  regula	  la	  expresion	  de	  miR-­‐155.	  Se	  han	  
encontrado	   secuencias	   conservadas	   para	   los	   promotores	   BIC	   y	   CD69	  humanos	   y	   de	   ratón	   obtenidas	   a	   partir	   de	  
GenBank	   (Mus	   gencus	   BIC	   noncoding	   mRNA.	   GenBank:	   AY096003.1;	   Homo	   sapiens	   (humano)	   MIR155	   gen	  
hospedador	   GenBank:	   NC_018932.2;	   Mus	   musculus	   CD69	   antígeno	   GenBank:	   NC_000072.6,	   Molécula	   CD69	   de	  
Homo	   sapiens	   GenBank:	   NC_000012.12).	   Las	   secuencias	   promotoras	   BIC	   /	   miR-­‐155	   y	   CD69	   comparten	   una	  
organización	   similar	   de	   elementos	   de	   union	   a	   Stat5	   y	   AP-­‐1,	   con	   dos	   elementos	   putativos	   de	   union	   a	   STAT	   y	   el	  
elemento	  AP-­‐1	  situados	  delante	  de	  la	  caja	  TATA.	  Las	  secuencias	  de	  consenso	  para	  sitios	  de	  unión	  de	  STAT	  y	  AP-­‐1	  se	  
encuentran	   tanto	   en	   ratones	   como	   promotores	   humanos	   de	   CD69	   y	   BIC.	   Los	   números	   indican	   la	   posición	   con	  
respecto	  al	  codon	  de	  partida	  ATG	  dentro	  de	  cada	  promotor.	  
	  
Para	  comprobar	  esta	  hipótesis,	  investigamos	  a	  continuación	  si	  la	  señalización	  mediada	  por	  CD69	  regula	  
la	   expresión	   de	   miR-­‐155	   en	   tTreg.	   Se	   separaron	   por	   sorting	   tTreg	   Foxp3+	   de	   ratones	   Foxp3-­‐mRFP	  
CD69+/+,	  expresando	  CD69	  en	  estado	  estacionario,	  y	  se	  incubaron	  con	  el	  anticuerpo	  anti-­‐CD69	  (2.2),	  que	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bloquea	   la	   expresión	   de	   CD69	   en	   la	   membrana	   de	   la	   célula	   y	   por	   tanto	   amortigua	   su	   señalización	  
(Esplugues	   et	   al.,	   2003).	   Como	   se	   describió	   anteriormente,	   observamos	   una	   fuerte	   disminución	   de	   la	  
expresión	  en	  la	  membrana	  de	  CD69	  en	  comparación	  con	  las	  células	  incubadas	  con	  el	  anticuerpo	  control	  
de	  isotipo	  IgG1	  (2.8)	  (Figura	  30A).	  El	  análisis	  por	  qPCR	  reveló	  una	  disminución	  de	  la	  expresión	  del	  miR-­‐
155	  en	  tTreg	  CD69+	  tratadas	  con	  (2.2),	  a	  niveles	  comparables	  a	  tTreg	  CD69-­‐	  o	  tTreg	  procedentes	  de	  un	  
animal	  CD69-­‐/-­‐	  (Figura	  30B).	  Además,	  el	  bloqueo	  de	  CD69	  con	  el	  anticuerpo	  2.2	  disminuyó	  la	  fosforilación	  
de	  Stat5	  (Figura	  30C)	  provocando	  una	  activación	  de	  SOCS1	  (Figura	  30D),	  lo	  que	  significa	  que	  la	  expresión	  
de	  CD69	  es	  necesaria	  para	  la	  inhibición	  de	  SOCS1	  dependiente	  de	  miR-­‐155	  y	  la	  formación	  de	  tTreg.	  
	  
Figura	  30:	  La	  señalización	  mediada	  por	  CD69	  regula	  la	  expresión	  miR-­‐155,	  Stat5	  y	  SOSC1	  en	  Treg.	  (A)	  Graficas	  de	  
densidad	   representativas	   de	   la	   expresión	   de	   CD69	   en	   células	   tTreg	   de	   ratones	   Foxp3-­‐mRFP/CD69+	   tratadas	   con	  
anti-­‐CD69	   (2.2)	   o	   control	   de	   isotipo	   (2.8).	   Cuantificación	  de	   la	   expresión	  de	  CD69	   en	   la	  membrana	  de	   la	   célula,	  
expresada	   como	   la	   media	   geométrica	   de	   la	   intensidad	   de	   la	   fluorescencia	   (Geometric-­‐Mean)	   después	   del	  
tratamiento	  con	   los	  anticuerpos,	  analizado	  por	  FACS.	   (B)	  Análisis	  por	  qPCR	  de	   la	  expresión	  de	  mmu-­‐miR-­‐155	  en	  
tTreg	  Foxp3-­‐mRFP+	  CD69+	  o	  CD69-­‐	  después	  del	  tratamiento	  con	  los	  anticuerpos.	  Los	  resultados	  se	  normalizaron	  por	  
la	   expresión	   de	   snoRNA135	   y	   la	   expresión	   relativa	   a	   las	   células	   CD69+	   tratadas	   con	   2.8.	   (C)	   Histograma	  
representativo	   de	   la	   fosforilación	   de	   Stat5	   en	   células	   iTreg	   CD69+/+	   o	   CD69-­‐/-­‐	   con	   anti-­‐CD69	   (2.2)	   o	   control	   de	  
isotipo	  (2.8).	  La	  gráfica	  de	  puntos	  representa	  la	  cuantificación	  de	  los	  niveles	  de	  fosforilación	  de	  Stat5	  expresados	  
como	  la	  media	  geométrica	  de	  la	  intensidad	  de	  la	  fluorescencia.	  (D)	  Expresión	  trascripcional	  de	  SOCS1	  analizada	  por	  
qPCR.	  Los	  datos	  de	  A-­‐B	  proceden	  de	  3	  sorting	  independientes	  (3	  animales	  por	  sorting)	  y	  la	  diferenciación	  de	  iTreg	  
procede	  de	  al	  menos	  4	  ratones	  por	  grupo	  (C-­‐D).	  Los	  datos	  fueron	  analizados	  por	  ANOVA	  de	  1	  vía	  y	  se	  hizo	  el	  test	  
Bonferroni	  para	  analizar	  por	  parejas	   los	  diferentes	  grupos	  experimentales	  (B).	  La	  expresión	  de	  CD69	  después	  del	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tratamiento	  con	  Ab	  fue	  analizada	  por	  la	  prueba	  t	  de	  Student	  (A).	  *	  P	  <0,05,	  **	  P	  <0,01,	  ***	  P	  <0,001).	  Las	  barras	  
corresponden	  a	  la	  media	  ±	  S.D	  de	  al	  menos	  4	  experimentos	  independientes.	  
	  
Para	   verificar	   si	   estos	   hallazgos	   podrían	   extenderse	   a	   las	   células	   humanas,	   activamos	   linfocitos	   CD4+	  
CD25+	   de	   sangre	   periférica	   humana	   (peripheral	   blood	   lymphocytes:	   PBLs)	   que	   posteriormente	  
infectamos	  con	  vectores	  lentivirales	  (lentiviral	  vectors:	  LV),	  que	  expresan	  secuencias	  silenciadoras	  de	  la	  
transcripción	  y	  la	  expresión	  de	  CD69	  (shCD69-­‐1	  a	  -­‐3).	  Los	  niveles	  de	  expresión	  en	  la	  membrana	  de	  CD69	  
fueron	  analizados	  por	  FACS	  y	  los	  niveles	  de	  hsa-­‐miR-­‐155	  por	  qPCR.	  Las	  PBLs	  infectadas	  con	  lentivirus	  que	  
expresan	   la	   secuencias	   shCD69	   inhiben	   completamente	   la	  expresión	  de	  CD69	  en	   comparación	   con	   las	  
células	  infectadas	  con	  lentivirus	  control	  (Mock)	  (Figura	  31A).	  El	  análisis	  del	  miR-­‐155,	  en	  estas	  células	  en	  
las	  que	  se	  ha	  silenciado	  la	  expresión	  de	  CD69,	  muestra	  una	  importante	  disminución	  de	  la	  expresión	  de	  
miR-­‐155,	   con	   cualquiera	   de	   las	   tres	   secuencias	   silenciadoras	   utilizadas	   (Figura	   31B).	   Nuestros	   datos	  
indicaban	  que	  en	  humanos	  CD69	  y	  hsa-­‐miR-­‐155	  se	  regulan	  conjuntamente	  como	  en	  las	  células	  de	  ratón.	  
Paralelamente,	   se	   indujo	   la	  expresión	  de	  CD69	   in	  vitro	   (Figura	  31C)	  para	  corroborar	  que	   la	  vía	  Stat5	  y	  
hsa-­‐miR-­‐155	   se	   activan	   junto	   con	   el	   receptor,	   mientras	   que	   SOCS1	   es	   inhibido	   (Figura	   31D).	   Para	  
demostrar	  inequívocamente	  que	  el	  mecanismo	  molecular	  observado	  es	  funcional,	  se	  realizaron	  ensayos	  
de	  pérdida	  y	  ganancia	  de	  función,	  en	  los	  que	  transfectamos	  Treg	  humanas	  con	  anti-­‐hsa-­‐miR-­‐155	  o	  hsa-­‐
pre-­‐miR-­‐155	   para	   inhibir	   o	   sobre-­‐expresar	   el	   miRNA,	   respectivamente.	   Primero	   transfectamos	   PBL	  
humanos	  CD4+	  CD25+,	  estimulados	  con	  anti-­‐CD3,	  con	  el	  anti-­‐hsa-­‐miR-­‐155-­‐5p	  que	  bloquea	   la	  expresión	  
del	  miRNA-­‐155	   o	   con	   anti-­‐miRNA	   control	   (Figura	   31E).	   Como	   consecuencia,	   la	   expresión	   de	   CD69	   en	  
PBLs	  activadas	  se	  inhibía	  dramáticamente	  después	  de	  la	  inhibición	  de	  hsa-­‐miR-­‐155	  (Figura	  31F).	  Además,	  
la	   fosforilación	  de	   Stat5	   se	   redujo	   y	   por	   lo	   tanto	   se	   incrementó	   la	   expresión	   génica	   de	   SOCS1	   (Figura	  
31F),	  lo	  que	  indicaba	  que	  el	  bloqueo	  de	  miR-­‐155	  regula	  la	  ruta	  de	  señalización	  de	  CD69.	  Por	  el	  contrario,	  
la	   sobrexpresión	   de	   hsa-­‐pre-­‐miR-­‐155	   (Figura	   31G)	   en	   Tregs	   reveló	   un	   aumento	   significativo	   en	   la	  
expresión	   de	   CD69,	   fosforilación	   de	   Stat5	   e	   inhibición	   de	   la	   expresión	   de	   SOCS1	   (Figura	   31H).	   En	  
resumen,	  estos	  resultados	  confirmaron	  nuestra	  hipótesis,	   la	  modulación	  recíproca	  del	  receptor	  CD69	  y	  
el	   miR-­‐155	   se	   lleva	   a	   cabo	  mediante	   un	   bucle	   de	   retroalimentación	   positiva	   (Figura	   29)	   mediante	   la	  
activación	  de	  elementos	  comunes	  en	  el	  promotor,	  y	  esta	  retroalimentación	  podría	  ser	  fundamental	  para	  
mantener	  la	  diferenciación	  de	  tTreg	  y	  la	  homeostasis	  de	  pTreg	  en	  el	  organismo.	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Figura	  31.	  Co-­‐regulación	  de	  la	  expresión	  de	  CD69	  y	  miR-­‐155	  en	  Treg	  humanas.	  (A)	  Histogramas	  representativos	  
de	  la	  expresión	  de	  CD69	  después	  de	  la	   infección	  lentiviral	  con	  3	  secuencias	  silenciadoras	  diferentes	  de	  shCD69	  o	  
una	   secuencia	   sh	   control,	   estimuladas	   o	   no	   con	   anticuerpos	   humanos	   anti-­‐CD3	   (clon	   OKT3).	   Los	   histogramas	  
representan	  la	  cuantificación	  de	  la	  inducción	  de	  CD69	  en	  relación	  con	  las	  células	  no	  estimuladas.	  (B)	  Expresión	  de	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hsa-­‐miR-­‐155	  en	   células	   T	   CD4+	   humanas	  después	  de	   la	   infección	   con	   LV,	   analizado	  por	   q-­‐PCR.	   (C)	   PBL	  humanas	  
estimuladas	   o	   no	   con	   PMA/Iono	   durante	   4	   horas	   y	   cálculo	   del	   porcentaje	   de	   células	   CD69+.	   (D)	   Niveles	   de	  
fosforilación	  de	  Stat5	  analizado	  por	  FACS,	  niveles	  de	  expresión	  de	  hsa-­‐miR-­‐155	  y	  el	  gen	  SOCS1	  humano	  analizados	  
por	  qPCR.	  (E)	  PBL	  humanos	  transfectados	  con	  anti-­‐hsa-­‐miR-­‐155-­‐5p	  o	  anti-­‐miRNA-­‐Scramble	  y	  análisis	  de	  los	  niveles	  
de	   expresión	  de	  miR-­‐155	  por	   qPCR.	   (F)	   Histogramas	   representativos	   y	   cuantificación	  de	   la	   expresión	  de	  CD69	   y	  
fosforilación	  de	  STAT5	  analizados	  por	  FACS	  y	  expresión	  de	  SOCS1	  analizado	  por	  qPCR	  en	  PBL	  CD4+	  tratados	  como	  
en	  (E).	  (G)	  PBL	  humanos	  transfectados	  con	  hsa-­‐pre-­‐miR-­‐155-­‐5p	  o	  pre-­‐miRNA-­‐control	  y	  análisis	  de	  la	  expresión	  de	  
hsa-­‐miR-­‐155	  por	  qPCR.	   (H)	  Niveles	  de	  expresión	  de	  CD69,	   fosforilación	  de	  STAT5	  y	   SOCS1	  humano	  en	  PBL	  CD4+	  
tratados	  como	  en	  (G).	  Los	  resultados	  de	  qPCRs	  para	  miRNA	  se	  normalizaron	  con	  la	  expresión	  de	  snoRNA135.	  Todos	  
los	   datos	   son	  media	   ±	   DS.	   De	   al	  menos	   3	   donantes	   independientes	   de	   un	   total	   de	   diez	   donantes.	   Los	   datos	   se	  
analizaron	  por	  ANOVA	  y	  Bonferroni	  post-­‐test	  para	  comparar	  por	  parejas	   los	  diferentes	  grupos	  experimetales	  *	  P	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4.	   PAPEL	   DE	   CD69	   EN	   LOS	   PROCESOS	   DE	   ANGIOGÉNESIS	   O	   NEOVASCULARIZACIÓN	   POST	  
ISQUEMIA	  
	  
La	  presencia	  de	   las	  células	  Th17	  en	  procesos	  de	  angiogénesis	  y	  neovascularización	  está	  sobradamente	  
demostrada	   ya	   que	   la	   inflamación	   producida	   en	   un	   proceso	   de	   isquemia	   induce	   el	   reclutamiento	   de	  
neutrófilos	  y	  monocitos	  en	   la	  zona	  de	   la	   isquemia	   lo	  que	  favorece	   la	  secreción	  de	   IL-­‐6	  que	  potencia	   la	  
diferenciación	   de	   los	   linfocitos	   T	   CD4+	   a	   células	   Th17,	   que	   producen	   TGF-­‐β	   y	   VEGF,	   favoreciendo	   la	  
neovascularización	  post-­‐isquemia.	  Además	  las	  células	  Treg,	  puesto	  que	  regulan	  la	  función	  de	  las	  células	  
Th17,	   también	   juegan	   un	   papel	   importante	   en	   los	   procesos	   de	   neovascularización(Hata	   et	   al.,	   2011;	  
Zouggari	  et	  al.,	  2009).	  La	  mólecula	  CD69,	  como	  se	  ha	  demostrado	  en	  diversos	  trabajos	  publicados	  en	  el	  
grupo	  y	  en	  esta	  tesis,	  tiene	  un	  papel	  fundamental	  en	  la	  regulación	  del	  balance	  entre	  las	  células	  Th17	  y	  
Treg,	  en	  condiciones	  tanto	  fisilógicas	  como	  patológicas(Cortes	  et	  al.,	  2014;	  Martin	  et	  al.,	  2010a;	  Martin	  
et	   al.,	   2010b;	   Martin	   and	   Sanchez-­‐Madrid,	   2011;	   Sanchez-­‐Diaz,	   2016),	   por	   lo	   que	   nos	   planteamos	   si	  
dicha	  molécula	  podría	  ejercer	  una	   función	   reguladora	  en	   la	  neovascularización	  post-­‐isquemia	  y	  por	   lo	  
tanto	  ser	  una	  posible	  diana	  para	  el	  tratamiento	  de	  las	  enfermedades	  que	  cursan	  con	  isquemia.	  	  
	  
4.1	   CINÉTICA	   DE	   LAS	   CÉLULAS	   TH17	   Y	   TREG	   EN	   SANGRE	   Y	   ÓRGANOS	   LINFOIDES	   TRAS	   ISQUEMIA	   DE	   LA	  
ARTERIA	  FEMORAL	  
Para	   estudiar	   el	   papel	   de	  CD69	  en	   células	   Th17	   y	   Treg	   en	   la	   neovascularización	  post-­‐isquemia	  hemos	  
utilizado	  el	  modelo	  de	   isquemia	  de	   la	  arteria	   femoral	   (Himblimb	   ischemia	  model),	  ampliamente	  usado	  
para	  el	  estudio	  de	  la	  enfermedad	  arterial	  periférica	  (PAD).	  En	  este	  modelo	  hemos	  evaluado	  los	  niveles	  
de	  células	  Th17	  y	  células	  Treg	  en	  animales	  CD69+/+	  y	  animales	  CD69-­‐/-­‐	  en	  sangre	  periférica	  0,	  1,	  3	  y	  7	  días	  
post-­‐isquemia	  y	  en	  ganglios	  linfáticos	  periféricos	  inguinales	  y	  popliteos	  7	  días	  post-­‐isquemia,	  utilizando	  
como	  control,	  los	  ganglios	  correspondientes	  de	  la	  extremidad	  contra-­‐lateral	  sin	  isquemia.	  Encontramos	  
que	  las	  células	  Treg	  se	  incrementaban	  un	  25%	  en	  sangre	  de	  los	  animales	  BALB/c	  de	  ambos	  genotipos,	  1	  
día	  post-­‐isquemia,	  mientras	  que	  a	  día	  7	  habían	  disminuido	  en	  los	  animales	  WT,	  pero	  no	  en	  los	  animales	  
que	  CD69-­‐/-­‐	   (Figura	  32A).	  Además,	  en	  paralelo	  se	  producía	  un	  marcado	   incremento	  de	  células	  Th17	  en	  
sangre	   7	   días	   post-­‐isquemia,	   en	   animales	   CD69+/+	   y	   animales	   CD69-­‐/-­‐	   (Figura	   32A).	   En	   los	   ganglios	  
linfáticos	  inguinales	  no	  encontramos	  ninguna	  variación	  significativa	  de	  estas	  poblaciones	  de	  células	  T	  en	  
ninguno	  de	  los	  genotipos	  (Figura	  32B	  y	  C).	  Sin	  embargo,	  los	  ganglios	  popliteos	  sí	  mostraron	  diferencias	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en	  los	  niveles	  de	  células	  Th17	  y	  Treg,	  indicando	  que	  la	  respuesta	  inmune	  adaptativa	  frente	  al	  proceso	  de	  
isquemia	  se	  estaba	  llevando	  a	  cabo	  en	  estos	  órganos	  (Figura	  32B).	  	  
	  
Figura	   32.	   Análisis	   de	   las	   células	   Th17	   y	   Treg	   en	   sangre	   y	   ganglios	   de	   animales	   post-­‐isquemia	   de	   la	   arteria	  
femoral.	  Los	  animales	  WT	  y	  KO	  (CD69-­‐/-­‐)	  en	  fondo	  BALB/c	  fueron	  sometidos	  a	  isquemia	  de	  la	  arteria	  femoral	  en	  la	  
extremidad	  inferior	  izquierda,	  dejando	  la	  derecha	  (contra-­‐lateral)	  sin	  operar	  como	  control.	  Las	  células	  de	  sangre	  y	  
ganglios	   linfáticos	   fueron	   analizadas	   por	   citometría	   de	   flujo.	   (A).	   Porcentajes	   de	   células	   Treg	   y	   Th17	   en	   sangre	  
periférica	   antes	   de	   la	   isquemia	   (0)	   y	   1	   y	   7	   días	   post-­‐isquemia.	   (B)	   Análisis	   de	   las	   Treg	   en	   glanglios	   linfáticos	  
inguinales	  (inguinal-­‐LN)	  y	  poplíteos	  (popliteal-­‐LN)	  7	  días	  post-­‐isquemia	  (IS)	  en	  la	  extremidad	  isquémica	  y	  la	  control	  
(C:	   no	   isquémica).	   (C)	   Porcentajes	   de	   células	   Th17	   en	   glanglios	   linfáticos	   inguinales	   y	   poplíteos	   7	   días	   post-­‐
isquemia.	  Los	  datos	  son	  representativos	  de	  2	  experimentos	  independientes	  (n=5).	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El	  porcentaje	  de	  las	  células	  Treg	  de	  los	  gaglios	  poplíteos	  de	  los	  animales	  WT	  se	  encontraba	  disminuido	  
en	   la	   extremidad	   isquémica	   con	   respecto	   a	   la	   contra-­‐lateral	   no	   isquémica,	  mientras	   que	   los	   animales	  
CD69-­‐/-­‐	   presentaban	   menor	   porcentaje	   de	   células	   Treg	   en	   ambas	   extremidades	   (Figura	   32B).	   Por	   el	  
contrario,	  los	  porcentajes	  de	  las	  células	  Th17	  de	  los	  ganglios	  poplíteos	  de	  los	  animales	  CD69-­‐/-­‐	  eran	  muy	  
altos	   en	   comparación	   con	   los	   de	   los	   animales	   WT	   (Figura	   32C).	   Estos	   datos	   indicaban	   una	   mayor	  
respuesta	  adaptativaTh17	  en	  los	  ganglios	  poplíteos	  de	  los	  animales	  CD69-­‐/-­‐	  en	  comparación	  con	  los	  WT,	  
en	  respuesta	  a	   la	   isquemia	  de	   la	  arteria	   femoral,	  poniendo	  de	  manifiesto	  un	  papel	  de	  estas	  células	  en	  
esta	  patología.	  	  
	  
4.2	  LOS	  ANIMALES	  CD69-­‐/-­‐	  PRESENTAN	  UNA	  REVASCULARIZACIÓN	  ACELERADA	  	  
Los	   animales	   sometidos	   a	   isquemia	   de	   la	   arteria	   femoral	   recuperan	   la	   perfusión	   sanguínea	   en	   la	  
extremidad	  aproximadamente	  después	  de	  un	  mes,	  dependiendo	  del	   fondo	  genético,	  por	   lo	  que	  es	  un	  
modelo	  ideal	  para	  estudiar	  procesos	  de	  arteriogénesis	   in	  vivo.	  La	  evaluación	  de	  la	  revascularización	  en	  
animales	   sometidos	  a	   isquemia	  en	   la	  extremidad	  posterior	   izquierda	   se	   realizó	  mediante	  ecografía	  de	  
laser	  doppler.	  Esta	  técnica	  permite	  detectar	  el	  flujo	  sanguíneo	  en	  el	  animal	  vivo	  mediante	  la	  dispersión	  
que	   sufre	   el	   láser	   al	   incidir	   sobre	   los	   glóbulos	   rojos	   en	  movimiento,	   lo	   que	  permite	   analizar	   las	   áreas	  
isquémicas	  y	  las	  que	  están	  reperfundidas	  a	  lo	  largo	  de	  todo	  el	  proceso	  de	  revascularización.	  Las	  medidas	  
de	  flujo	  periférico	  (peripheral	  flows	  FP)	  las	  representamos	  en	  Flux	  que	  son	  unidades	  arbitrarias	  comunes	  
para	  todos	  los	  aparatos	  que	  realizan	  éste	  tipo	  de	  medidas.	  Hemos	  usado	  las	  unidades	  relativas	  RU,	  que	  
calcula	   el	   flujo	   en	   función	   la	  media	   de	   los	   valores	   reales	   de	   flujo	   obtenidos	   en	   un	   espacio	   y	   tiempo	  
determinados.	   El	   análisis	   de	   estos	   datos	   se	   representó	   como	   el	   ratio	   de	   reperfusión	   y	   se	   calculó	  
realizando	  el	  cociente	  entre	  el	  flujo	  en	  la	  extremidad	  isquémica	  y	  el	  flujo	  de	  la	  extremidad	  no	  isquémica.	  
En	  primer	  lugar	  analizamos	  la	  recuperación	  de	  la	  perfusión	  en	  animales	  WT	  y	  CD69-­‐/-­‐	  en	  fondo	  BALB/c.	  
En	  estos	  experimentos,	  los	  animales	  BALB/c	  CD69-­‐/-­‐	  mostraban	  una	  total	  recuperación	  de	  la	  reperfusión	  
a	  día	   7	  post-­‐isquemia,	  mientras	  que	  en	   los	   animales	  BALB/c	  CD69+/+	   la	   recuperación	  no	  era	   completa	  
hasta	  el	  día	  14	  post-­‐isquemia.	  Estos	  datos	  sugerían	  que	  CD69	  podría	  tener	  un	  papel	  en	  la	  regulación	  de	  
la	   arteriogénesis,	   ralentizando	  el	   proceso	  de	  neovascularización	   (Figura	  33A).	   Para	  ahondar	  más	  en	  el	  
papel	  de	  CD69	  en	  la	  neovascularización	  realizamos	  quimeras	  hematopoyéticas	  en	  fondo	  C57BL/6,	  en	  las	  
que	   el	   animal	   receptor	   es	   siempre	  WT	   para	   CD69	   y	   los	   donantes	   expresan	   o	   no	   CD69	   en	   las	   células	  
hematopoiéticas.	  En	  las	  quimeras	  el	  receptor	  es	  un	  animal	  C57BL/6	  CD69+/+	  y	  los	  donates	  son	  animales	  
doble	   reportero	   (DR)	   ya	   que	   son	   doble	   transgénicos	   y	   expresan	   Foxp3-­‐mRFP	   y	   IL-­‐17eGFP;	   Foxp3-­‐
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mRFP/Th17eGFP/CD69+/+	  ó	   Foxp3-­‐mRFP/Th17eGFP/CD69-­‐/-­‐.	   En	  estas	  quimeras	  el	   endotelio	   siempre	  es	  
WT	   para	   CD69,	   lo	   que	   permite	   estudiar	   el	   papel	   de	   CD69	   únicamente	   en	   el	   compartimento	  
hematopoiético.	   En	   los	   experimentos	   de	   isquemia,	   las	   quimeras	   reconstituidas	   con	   precursores	   de	  
médula	  ósea	  procedentes	  de	  animales	  DR	  CD69-­‐/-­‐	  presentaron	  una	  reperfusión	  más	  rápida	  (Figura	  33B)	  
al	   igual	   que	   en	   los	   animales	   CD69-­‐/-­‐	   (Figura	   33A),	   lo	   que	   indicaba	   que	   la	   expresión	   de	   CD69	   en	   el	  
compatimento	  leucocitario	  frena	  la	  neovascularización	  por	  isquemia	  (Figura	  33B).	  Para	  intentar	  dilucidar	  
si	   CD69	   expresado	   específicamente	   en	   el	   compartimento	   linfoide	   influye	   en	   los	   procesos	   de	  
neovascularicación,	   generamos	   quimeras	   mixtas	   con	   animales	   Rag2-­‐/-­‐γc-­‐/-­‐,	   en	   las	   que	   el	   receptor	   es	  
siempre	  un	  animal	  WT	  para	  CD69	  que	  carece	  de	   linfocitos	  T,	  B	  y	  NK	  y	   los	  precursores	  de	  medula	  ósea	  
son	   una	   mezcla	   de	   animales	   Rag2-­‐/-­‐γc-­‐/-­‐	   y	   animales	   DR	   WT	   o	   CD69-­‐/-­‐,	   en	   proporciones	   3:1	  
respectivamente.	  Con	  este	  tipo	  de	  quimeras	  conseguimos	  un	  endotelio	  WT	  como	  en	  el	  caso	  anterior,	  y	  
al	  inyectar	  una	  mayor	  proporción	  de	  precursores	  mieloides	  de	  medula	  ósea	  Rag2-­‐/-­‐γc-­‐/-­‐,	  estos	  compiten	  
en	   el	   nicho	   con	   los	   precursores	   de	   animales	   DR	  WT	   o	   CD69-­‐/-­‐,	   desplazando	   el	   componente	  mieloide	  
perteneciente	  al	  animal	  DR.	  Por	  lo	  tanto,	  estas	  quimeras	  	  constituyen	  un	  buen	  modelo	  para	  analizar	  el	  
papel	   de	   CD69	   únicamente	   en	   el	   compartimento	   linfoide.	   Tras	   la	   isquemia	   en	   estas	   quimeras	  mixtas	  
comprobamos	   que	   la	   revascularización	   era	   también	   más	   rápida	   en	   los	   animales	   reconstituidos	   con	  
precursores	   linfoides	  CD69-­‐/-­‐	   (Figura	  33C).	   Por	   lo	   tanto,	   los	   tres	  modelos	   confirmaban	  un	  papel	  de	   las	  
células	  Th17	  en	  procesos	  de	  neovascularización,	  que	  parecían	  estar	  regulados	  por	  CD69	  en	  estas	  células.	  
	  
4.3.	  PAPEL	  DEL	  MIR-­‐721	  EN	  PROCESOS	  DE	  ANGIOGÉNESIS	  
Estudios	   previos	   en	   el	   laboratorio	   relacionan	   la	   expresión	   del	  miR-­‐721	   con	   procesos	   patológicos	   que	  
cursan	  con	  un	  incremento	  de	  linfocitos	  Th17,	  como	  es	  el	  caso	  de	  la	  miocarditis	  autoinmune	  en	  el	  que	  se	  
correlaciona	  un	  aumento	  de	  este	  miRNA	  con	  la	  respuesta	  Th17	  que	  se	  desencadena	  tanto	  en	  pacientes	  
de	  miocarditis,	   como	   en	   ratones	   a	   los	   se	   ha	   sometido	   al	   proceso	   de	  miocarditis	   experimental	   (Tesis	  
doctoral	  de	  Adela	  Matesanz	  Marín,	  2015).	  Debido	  a	  estas	  evidencias	  junto	  con	  los	  datos	  anteriores	  y	  a	  
que	  hasta	  el	  momento	  la	  única	  diana	  validada	  para	  este	  miRNA	  es	  la	  proteína	  Meox2	  (Pfaff	  et	  al.,	  2011),	  
relacionada	   con	   procesos	   de	   inhibición	   de	   la	   angiogénesis	   a	   través	   de	   la	   vía	   de	   señalización	   de	  NFkB	  
(Cantile	  et	  al.,	  2008;	  Chen	  and	  Gorski,	  2008;	  Patel	  et	  al.,	  2005)	  nos	  planteamos	  estudiar	  este	  miRNA	  y	  su	  
papel	  en	  los	  procesos	  de	  neovascularización.	  Los	  datos	  previos	  apuntaban	  a	  que	  el	  miR-­‐721,	  a	  través	  de	  
la	   inhibición	   de	   su	   diana	   Meox	   2,	   podría	   ser	   uno	   de	   los	   implicados	   en	   la	   rápida	   revascularización	  
observada	  en	  los	  animales	  deficientes	  en	  CD69	  (Figura	  33),	  ya	  que	  la	  respuesta	  Th17	  en	  estos	  animales	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está	   exacerbada	   en	   los	   animales	   CD69-­‐/-­‐	   (Figura	   32A	   y	   B).	   Con	   objeto	   de	   comprobar	   esta	   hipótesis	  
analizamos	   los	   niveles	   de	   este	   miRNA	   en	   los	   animales	   tras	   isquemia	   en	   la	   extremidad	   posterior	  
izquierda,	   en	   suero,	   ganglios	   poplíteos	   y	   músculo.	   En	   paralelo	   analizamos	   la	   expresión	   de	   su	   diana	  
Meox2	  y	  la	  proteína	  Cux1	  en	  músculo	  de	  quimeras	  hematopoiéticas	  C57BL/6.	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Figura	  33.	  La	  expresión	  de	  CD69	  en	  el	  compartimento	  linfoide	  ralentiza	  la	  neovascularización	  post-­‐isquemia.	  (A)	  
Imágenes	   representativas	  de	  un	  experimento	  de	   isquemia	  en	  animales	  BALB/c,	  obtenidas	   con	  un	  ecógrafo	   laser	  
doppler	   antes	   y	   después	   de	   la	   isquemia.	   Cuantificación	   del	   experimento	   de	   isquemia	   en	   animales	   BALB/c,	  
representado	   como	   el	   ratio	   de	   reperfusión	   (cociente	   entre	   la	   señal	   de	   doppler	   de	   la	   extremidad	   izquierda,	  
isquémica	   y	   la	   derecha	   control,	   no	   isquémica).	   (B)	   El	   esquema	   ilustra	   la	   generación	   de	   quimeras	   en	   C57BL/6.	  
Imágenes	   representativas	   de	   un	   experimento	   de	   isquemia	   en	   quimeras	   C57BL/6	   y	   cuantificación	   del	   ratio	   de	  
reperfusión.	  (C)	  El	  esquema	  ilustra	  la	  generación	  de	  las	  quimeras	  mixtas	  Rag2-­‐/-­‐γc-­‐/-­‐.	   Imágenes	  representativas	  de	  
un	   experimento	   de	   isquemia	   en	   quimeras	   Rag2-­‐/-­‐γc-­‐/-­‐,	   y	   su	   cuantificación.	   Los	   datos	   son	   representativos	   de	   2	  
experimentos	   independientes,	   n=5	   animales	   por	   grupo	   (A),	   al	  menos	   4	   experimentos	   independientes	   con	   5	   a	   7	  
animales	   por	   grupo	   experimental	   (B)	   y	   los	   experimentos	   con	   las	   quimeras	   Rag2-­‐/-­‐γc-­‐/-­‐,	   proceden	   de	   al	  menos	   4	  
experimentos	  independientes	  con	  3	  a	  7	  animales	  por	  grupo	  experimental	  (C).	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Tras	  análisis	  in	  silico	  de	  los	  genes	  diana	  de	  miR-­‐721	  en	  las	  bases	  de	  datos	  miRanda	  y	  PicTar,	  la	  proteína	  
Cux1	   se	   propone	   como	   diana	   putativa	   de	   miR-­‐721,	   relacionada	   con	   procesos	   de	   proliferación	   y	  
migración	  célular	  (Ripka	  et	  al.,	  2010;	  Truscott	  et	  al.,	  2007)	  y	  en	  la	  que	  además	  se	  encuentra	  expresado	  el	  
tránscrito	   del	   miR-­‐721	   en	   sus	   intrones	   3	   y	   4.	   Tras	   el	   análisis	   por	   qPCR	   en	   los	   diferentes	   tejidos,	  
encontramos	  un	  incremento	  de	  la	  expresión	  del	  miR-­‐721	  en	  el	  suero	  de	  los	  animales	  BALB/c	  deficientes	  
en	  CD69	  tanto	  los	  niveles	  basales	  como	  después	  de	  la	  isquemia	  (Figura	  35A).	  Encontramos	  un	  pico	  en	  los	  
niveles	  de	  expresión	  de	  este	  miRNA	  en	  suero	  7	  días	  post-­‐isquemia	  (Figura	  35A),	  coincidiento	  con	  el	  pico	  
de	   células	   Th17,	   que	   se	   producía	   en	   la	   sangre	   periférica	   de	   estos	   animales	   durante	   el	   proceso	   de	   la	  
isquemia	   (Figura	  32A).	  En	   los	  animales	  WT	  no	  se	  detectaron	  niveles	   significativos	  del	  miRNA	  en	  suero	  
tras	  la	  isquemia.	  No	  se	  detectaron	  cambios	  entre	  WT	  y	  CD69-­‐/-­‐	  en	  la	  expresión	  del	  miR-­‐721	  en	  el	  ganglio	  
poplíteo	   28	   días	   post-­‐isquemia	   (Figura	   33A),	   aunque	   es	   un	   tiempo	   demasiado	   largo	   para	   evaluar	   la	  
respuesta	  T	  helper	   y	  por	   lo	   tanto,	   los	  niveles	  del	  miRNA.	  Sin	  embargo,	  en	  el	  músculo	  abductor	  de	   los	  
animales	  BALB/c	  CD69-­‐/-­‐	  28	  días	  después	  de	  la	  isquemia,	  los	  niveles	  del	  miR-­‐721	  estaban	  muy	  elevados	  
(Figura	  35A),	   lo	  que	  indicaba	  que	  tanto	  el	  miRNA	  como	  las	  respuestas	  Th17	  podían	  ser	  muy	  activas	  en	  
este	  tejido	  en	  los	  animales	  CD69-­‐/-­‐.	  En	  las	  quimeras	  C57BL/6	  analizamos	  los	  niveles	  del	  miR-­‐721	  en	  suero	  
los	  días	  0,	  1,	  3	  y	  7	  post-­‐isquemia,	  encontrando	  un	  marcado	   incremento	  del	  miRNA	  en	  el	   suero	  de	   los	  
animales	  deficientes	  en	  CD69	  a	  partir	  del	  día	  3	  post-­‐isquemia	   (Figura	  35B).	  A	   su	  vez,	   los	  niveles	  de	   la	  
diana	   Meox2	   y	   la	   diana	   putativa	   del	   miRNA-­‐721,	   Cux1,	   se	   encontraban	   inhibidas	   en	   el	   músculo	  
isquémico	  de	   los	  animales	  CD69-­‐/-­‐,	  mientras	  que	  el	  músculo	   isquémico	  de	   los	  animales	  WT	  presentaba	  
ambas	  dianas	  elevadas	  (Figura	  35C),	   lo	  que	  se	  correlaciona	  inversamente	  con	  los	  niveles	  del	  miRNA	  en	  
suero	  a	  día	  7	  post-­‐isquemía	  (Figura	  35B)	  y	  con	  los	  niveles	  más	  elevados	  en	  sangre	  periférica	  de	  linfocitos	  















Figura	  34.	  Secuencia	  de	  miR-­‐721	  y	  UTR	  de	  genes	  diana.	  (A)	  Secuencia	  madura	  5p	  del	  microRNA-­‐721	  de	  ratón	  (mus	  
musculus:	  mmu-­‐miR-­‐721	  MIMAT0003515)	  de	  21	  nucleótidos	  (nt).	  (B)	  Secuencia	  reverso	  complementaria	  de	  miR-­‐
721	  murino	  para	  ilustrar	  los	  sitios	  de	  unión	  a	  los	  UTR	  (untranslate	  regions)	  de	  los	  genes	  diana	  Meox2	  y	  CUX1	  (C).	  
En	  rojo:	  la	  secuencia	  madura	  reverso	  complementaria	  del	  miR-­‐721,	  en	  azul:	  secuencia	  de	  interacción	  con	  los	  UTR,	  
en	  verde:	  dominio	  del	  gen	  diana	  que	  interacciona	  con	  el	  miRNA.	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Figura	  35.	  Análisis	  de	   la	  expresión	  del	  miR-­‐721	  y	  sus	  dianas	  en	  procesos	  de	  neo-­‐vascularización	  post-­‐squemia.	  
(A)	  Niveles	  de	  expresión	  de	  miR-­‐721	  en	  la	  neo-­‐vascularización	  post-­‐isquemia	  en	  suero	  (serum),	  ganglios	  poplíteos	  
(PO-­‐LN)	   y	  músculo	  abductor	   (muscle)	  de	  animales	  BALB/c	  analizados	  por	  qPCR.	   Los	  valores	   fueron	  normalizados	  
frente	   a	   los	   niveles	   en	   los	   animales	  WT	   a	   tiempo	   0	   de	   la	   isquemia.	   (B)	   Niveles	   de	   miR-­‐721	   en	   el	   el	   suero	   de	  
quimeras	  hematopoiéticas	  C57BL/6	  analizado	  por	  qPCR	  0,	  1,	  3	  y	  7	  días	  post-­‐isquemia	  y	  normalizados	   frente	  a	   la	  
expresión	  del	  miR-­‐721	  en	   el	   animal	  WT	  en	   condiciones	  basales.	   (C)	  Niveles	   de	  mRNA	  de	   las	   proteínas	  Meox2	   y	  
Cux1	  en	  el	  músculo	  abductor	  de	  quimeras	  C57BL/6	  7	  días	  post-­‐isquemia	  y	  analizados	  por	  qPCR	  normalizando	  por	  
los	   niveles	   de	   mRNA	   de	   el	   músculo	   abductor	   WT	   de	   la	   extremidad	   no	   isquémica.	   Los	   datos	   proceden	   de	   2	  
experimentos	  independientes	  con	  5	  y	  3	  animales	  por	  grupo	  (A),	  y	  de	  al	  menos	  4	  experimentos	  independientes	  con	  
5	  a	  7	  animales	  por	  grupo	  experimental	  (B	  y	  C).	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4.4	  EVALUACIÓN	  DE	  LA	  REVASCULARIZACIÓN	  EN	  LOS	  MÚSCULOS	  DE	  LOS	  ANIMALES	  SOMETIDOS	  A	  PROCESO	  DE	  
ISQUEMIA	  EN	  LAS	  EXTREMIDADES	  POSTERIORES	  
Para	   evaluar	   la	   neovascularización	   en	   los	  músculos	   de	   los	   animales	  DR	   sometidos	   a	   isquemia,	   hemos	  
realizado	   tinciones	   inmunoistoquímicas,	   en	   las	   que	   hemos	   usado	   como	  marcador	   de	   angiogénesis	   la	  
molécula	   CD31,	   que	   se	   encuentra	   expresada	   en	   las	   células	   endoteliales,	   además	   hemos	   analizado	   los	  
niveles	  de	  expresión	  de	  la	  proteína	  Meox2	  encontrandola	  también	  	  expresada	  en	  el	  endotelio	  y	  músculo	  	  
de	   éstos	   animales.	   El	  marcador	   de	   angiogénesis	   CD31,	   se	   encuentra	   elevado	   significativamente,	   en	   la	  
extremidad	   isquémica	   de	   los	   animales	   deficientes	   en	   CD69	   en	   comparación	   con	   los	   niveles	   de	   CD31	  
encontrados	   en	   las	   extremidades	   isquémicas	   y	   no	   isquémicas	   de	   los	   animales	   WT	   (Figura	   36A).	   La	  
proteína	   Meox2	   por	   el	   contrario	   se	   encuentra	   inhibida	   significativamente	   en	   el	   endotelio	   del	   tejido	  
muscular	   isquémico	   de	   los	   ratones	   CD69-­‐/-­‐,	   en	   comparación	   con	   la	   extremidad	   no	   isquémica	   y	   con	   la	  
extremidad	   isquémica	   de	   los	   animales	   CD69+/+	   (Figura	   36A).	   No	   hemos	   encontrado	   diferencias	  
significativas	  con	  respecto	  a	  la	  expresión	  de	  Meox2	  entre	  animales	  CD69+/+	  y	  CD69-­‐/-­‐en	  la	  extremidades	  
no	  isquémicas,	  por	  lo	  que	  pensamos	  que	  la	  proteína	  Meox2	  se	  inhibe	  durante	  el	  proceso	  de	  isquemia	  en	  
los	  animales	  deficientes	  en	  CD69	  mediante	  su	  regulación	  por	  miR-­‐721,	  que	  se	  induciría	  con	  el	  aumento	  
de	  los	  linfocitos	  Th17	  durante	  el	  proceso.	  Hemos	  calculado	  el	  ratio	  CD31/Meox2	  como	  una	  medida	  del	  
proceso	   de	   angiogénesis,	   ya	   que	   la	   expresión	   de	   ambas	   proteínas	   se	   correlacionan	   de	   manera	  
antagónica	  para	  dar	  como	  resultado	  una	  mayor	  o	  menor	  revascularización	  post-­‐isquemia	  (Figura	  36B).	  
El	   ratio	   CD31/Meox2	   es	   menor	   en	   los	   animales	  WT,	   que	   en	   los	   animales	   deficientes	   en	   CD69	   en	   la	  
extremidad	   no	   isquémica,	   aunque	   las	   diferencias	   no	   son	   significativas	   estadísticamente,	   si	   que	  
encontramos	   diferencias	   significativas	   estadísticamente,	   con	   respecto	   al	   ratio	   CD31/Meox2	   entre	   la	  
extremidad	   no	   isquémica	   de	   los	   animales	   CD69+/+y	   la	   extremidad	   isquémica	   de	   los	   animales	   CD69-­‐/-­‐	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Figura	   36.	   Análisis	   de	   CD31	   y	   Meox2	   en	   el	   endotelio	   del	   músculo	   con	   y	   sin	   isquemia.	   (A)	   Marcaje	   por	  
inmunohistoquímica	  de	  CD31	  (arriba)	  y	  Meox2	  (abajo)	  en	  el	  tejido	  de	  la	  extremidad	  no	  isquémica	  contralateral	  (C)	  
y	  la	  isquémica	  (IS)	  7	  días	  después	  de	  la	  isquemia.	  (B)	  Ratio	  CD31/Meox2	  expresado	  como	  número	  de	  células	  CD31+	  
entre	  el	  número	  de	  células	  Meox2+	  cuantificadas	  en	  cortes	  del	  músculo	  esquelético	  abductor.	  Los	  datos	  mostrados	  
provienen	   de	   2	   experimentos	   de	   isquemia	   independientes	   realizados	   con	   animales	   DR,	   CD69+/+	   y	   CD69-­‐/-­‐	   ,	  
sometidos	  a	  isquemia	  en	  la	  extremidad	  posterior	  izquierda	  y	  sacrificados	  a	  los	  7	  días	  post-­‐isquemia.	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4.5	  NIVELES	  DE	  EXPRESIÓN	  DE	  MIR-­‐721	  Y	  LAS	  PROTEÍNAS	  MEOX2	  Y	  CUX1	  EN	  CÉLULAS	  ENDOTELIALES.	  
Debido	  a	  las	  diferencias	  observadas	  con	  la	  técnica	  de	  doppler	  entre	  animales	  CD69+/+	  y	  animales	  CD69-­‐/-­‐	  
en	   la	   neovascularización	   post-­‐isquemia	   y	   a	   los	   datos	   obtenidos	   en	   los	   experimentos	   de	  
inmunohistoquímica,	  en	   los	  que	   la	  proteína	  Meox2	  se	  encuentra	  altamente	  expresada	  en	  el	  endotelio	  
de	   los	   animales	  WT	   tras	   isquemia	   y	   con	   respecto	   a	   los	   animales	   deficientes	   en	   CD69,	   evaluamos	   los	  
niveles	   de	   expresión	   del	  miR-­‐721	   y	   su	   diana	  Meox2	   en	   células	   endoteliales	   procedentes	   de	   animales	  
CD69+/+	  y	  animales	  CD69-­‐/-­‐.	  Para	  ello	  purificamos	  células	  endoteliales	  de	  pulmón	  (mouse	  lung	  endotelial	  
cells:	  MLEC)	  de	  ambos	  tipos	  de	  animales	  y	  analizamos	  por	  qPCR	  los	  niveles	  del	  miR-­‐721,	  en	  estas	  células	  
endoteliales	   en	   condiciones	   basales	   o	   estimuladas	   con	   phorbol	   12-­‐myristate	   13-­‐acetate	   (PMA)	   y	  
Iomicina	  o	  con	  TNFα.	  Sorprendentemente	  y	  en	  todos	  los	  casos,	  el	  miR-­‐721	  sólo	  se	  encontró	  expresado	  
en	  las	  MLEC	  procedentes	  de	  animales	  deficientes	  en	  CD69,	  donde	  además	  se	  inducía	  su	  expresión	  tras	  
estimulación.	  El	  factor	  de	  transcripción	  Meox2,	  en	  concordancia	  con	  el	  comportamiento	  de	  la	  diana	  de	  
un	   miRNA,	   se	   encontraba	   inhibido	   en	   las	   MLEC	   CD69-­‐/-­‐	   y	   muy	   expresado	   en	   las	   MLEC	   de	   animales	  
CD69+/+,	  sin	  embargo	  tras	  estimulación	  con	  TNFα,	  Meox2	  también	  se	  expresaba	  en	  MLEC	  CD69-­‐/-­‐	  (Figura	  
37).	   La	   proteína	   Cux1	   mostraba	   un	   comportamiento	   similar	   a	   Meox2	   al	   analizar	   su	   expresión	   en	   las	  
mismas	  condiciones,	  basales	  y	  de	  estimulación	  (Figura	  37).	  	  
	  
Figura	  37.	  Niveles	  de	  expresión	  de	  miR-­‐721	  y	  los	  factores	  de	  transcripción	  Meox2	  y	  Cux1	  en	  MLEC.	  Análisis	  por	  
qPCR	  de	  la	  expresión	  de	  miR-­‐721,	  Meox2	  y	  Cux1	  en	  MLECs	  procedentes	  de	  ratones	  CD69+/+	  y	  CD69-­‐/-­‐estimuladas	  o	  
no	  con	  PMA+Ionomycin	  (P/I)	  o	  con	  TNFα.	  Los	  valores	  de	  expresión	  de	  Meox2	  y	  Cux1	  se	  normalizaron	  con	  respecto	  
a	   su	   expresión	   en	   las	   MLEC	   CD69+/+	   no	   estimuladas,	   mientras	   que	   los	   niveles	   de	   expresión	   del	   miR-­‐721	   se	  
normalizaron	  con	  respecto	  a	  la	  expresión	  en	  las	  MLEC	  deficientes	  en	  CD69,	  ya	  que	  no	  se	  encontró	  expresión	  en	  las	  
MLEC	  CD69+/+.	  Los	  datos	  son	  representativos	  de	  dos	  experimentos	  diferentes	  de	  células	  endoteliales	  extraídas	  de	  
un	   pull	   de	   8	   a	   10	   pulmones	   de	   ratón	   por	   grupo	   experimental.	   En	   todos	   los	   casos	   la	   pureza	   de	   las	   células	  
endoteliales	   de	   los	   cultivos	   se	   comprobó	   por	   FACS,	   considerando	   endoteliales	   las	   células	   CD31+	   CD45.2-­‐	   y	  
utilizándose	  únicamente	  las	  preparaciones	  de	  células	  con	  niveles	  de	  pureza	  mayores	  de	  85%.	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4.6	   ANÁLISIS	   PROTEÓMICO	   POR	   SILAC	   DE	   LAS	   CÉLULAS	   ENDOTELIALES	   DE	   PULMÓN	   PROCEDENTES	   DE	  
ANIMALES	  CD69+/+	  Y	  CD69-­‐/-­‐	  
Las	  diferencias	  observadas	  en	   la	  neovascularización	  entre	   los	  ratones	  WT	  y	  KO	  para	  el	  gen	  CD69	  en	  el	  
modelo	   “Hindlimb	   Ischemia”	   y	   los	   diferentes	   patrones	   de	   expresión	   del	   miR-­‐721	   y	   su	   diana	   Meox2	  
observados	   en	   las	   células	   endoteliales,	   nos	   hace	   plantearnos,	   que	   sería	   necesario	   ver	   las	   proteínas	  
diferencialmente	  expresadas	  entre	  los	  ratones	  WT	  y	  los	  ratones	  deficientes	  en	  CD69,	  que	  intervienen	  en	  
el	   proceso	   de	   angiogénesis.	   Para	   abordar	   este	   reto	   decidimos	   hacer	   un	   experimento	   de	   marcaje	  
metabolico	   SILAC	   (Stable	   isotope	   labeling	   by/with	   amino	   acids	   in	   cell	   culture).	   Una	   vez	   tengamos	   las	  
posibles	  proteínas,	  dereguladas	  en	  el	  proceso	  de	  la	  angiogénesis,	  entre	  los	  ratones	  WT	  y	  KO	  para	  CD69,	  
procederíamos	  a	  validarlas	  por	  métodos	  convencionales,	  como	  serían	  la	  Q-­‐PCR	  y	  el	  WB.	  
Realizamos	  el	  experimento	  de	  SILAC	  como	  se	  describe	  en	  material	  y	  métodos	  y	  hemos	  encontrado	  151	  
proteínas	  en	  los	  experimentos	  de	  SILAC	  y	  SILAC	  reverso,	  de	  las	  cuales	  hay	  17	  up-­‐reguladas	  y	  24	  down-­‐
reguladas	  en	  el	  ratio	  silac	  KO/WT,	  considerando	  up-­‐reguladas	  aquellas	  proteínas	  que	  presentan	  un	  ratio	  
SILAC	  superior	  a	  1.5	  y	  down-­‐reguladas	  las	  proteínas	  con	  un	  ratio	  SILAC	  inferior	  a	  0.65	  (Tabla	  1).	  
De	  las	  proteínas	  encontradas,	  hay	  proteínas	  implicadas	  en	  diferentes	  procesos	  celulares	  y	  relacionadas	  
con	  diferentes	  orgánulos	  celulares.	  Se	  puede	  destacar	  que	  en	  los	  animales	  KO	  hay	  un	  59%	  de	  proteínas	  
up-­‐reguladas	  relacionadas	  con	  el	  citoesqueleto	  celular	  y	  que	  participan	  en	  funciones	  como	  la	  migración,	  
adhesión,	   polarización	   y	   proyección	   celular,	   que	   son	   funciones	   íntimamente	   relacionadas	   con	   los	  
procesos	  de	  angiogénesis,	  ademas	  hay	  un	  14	  %	  de	  proteínas,	  como	  por	  ejemplo	   la	  proteína	  Rho	  GDP-­‐
dissociation	   inhibitor	   1,	   las	   proteinas	   con	   dominios	   LIM,	   presentes	   también	   en	   las	   proteínas	   con	  
dominios	  homeobox	   (Cantile	  et	  al.,	  2008;	   Lisabeth	  et	  al.,	  2013)	  o	   la	  anexina	  3	   (Pan	  et	  al.,	  2015)	  que	  
están	  directamente	  relacionadas	  con	  procesos	  de	  angiogénesis	  o	  neovascularización	  (Figura	  38A	  y	  38B),	  
también	   encontramos	  proteinas	   up-­‐reguladas	   relacionadas	   con	   la	  mitocondria,	   procesos	   de	   apoptosis	  
celular	   y	   con	   la	   respuesta	   immune.	   Las	   proteínas	   down-­‐reguladas	   en	   el	   KO,	   el	   45%	   participan	   en	  
diferentes	  procesos	  de	  metabolismo	  celular,	  hay	  un	  19%	  de	  proteinas	  relacionadas	  con	  el	  citoesqueleto	  
celular,	   pero	   en	   este	   caso	   intervendrían	   más	   en	   funciones	   relacionadas	   con	   la	   respuesta	   immune,	  
tambien	   hay	   19%	   de	   proteínas	   relacionadas	   con	   el	   sistema	   inmune	   y	   sólo	   un	   10%	   relacionadas	   con	  
proceso	  de	  angiogénesis,	  entre	  las	  que	  se	  puede	  destacar	  la	  galectina	  3,	  relacionada	  con	  los	  procesos	  de	  
migración	  de	  las	  células	  endoteliales	  mediante	  el	  reclutamiento	  de	  receptores	  de	  VEGF (Markowska	  et	  
al.,	  2011)	  (Figura	  39A	  Y	  39B).	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Tabla	  1.	  Resultados	  del	  análisis	  de	  SILAC.	  Proteínas	  obtenidas	  en	  el	  esperimento	  de	  SILAC	  que	  compara	  MLEC	  
procendentes	   de	   animales	   KO	   y	  WT	   para	   CD69.	   La	   tabla	   muestra	   las	   proteínas	   representadas	   al	   menos	   por	   2	  
peptidos	   en	   el	   experimento	   de	   SILAC	   y	   el	   SILAC	   reverso.	   En	   Amarillo	   estan	   las	   proteínas	   up-­‐reguladas	   o	  
downregulas	   con	   ratios	   de	   SILAC	   por	   encima	   de	   1.5	   y	   0.7	   respectivamente	   y	   en	   rosa	   las	   proteínas	   que	   están	  
potencialmente	  up	  o	  down	  reguladas	  pero	  en	   las	  que	  sus	  ratios	  de	  SILAC	  son	  próximos	  a	   los	  ratios	  considerados	  
como	  up	  o	  down	  regulados.	  En	  blanco	  las	  proteinas	  que	  no	  estan	  diferencialmente	  expresadas.	  	  
	   	  
Resultados	  




























A3G*' 4,26' 4,44' 222' 7' 2' 22,3'
85861182' 'retinal'dehydrogenase'1''' 3,64' 14,43' 97' 7' 3' 16,4'
6754706' 'MARCKSDrelated'protein*' 2,60' 19,86' 70' 2' 2' 14,0'
6755300' 'retinolDbinding'protein'1''' 2,49' 14,40' 119' 5' 2' 40,0'
113680348' 'fascin''*' 2,01' 15,10' 50' 5' 3' 17,4'
31543942' 'vinculin''*' 1,99' 19,31' 900' 39' 13' 41,4'
6755714' 'transgelin''*' 1,99' 3,91' 887' 18' 7' 76,1'
158937312' 'heat'shock'protein'betaD1''*' 1,91' 13,32' 89' 5' 2' 34,0'
9790219' 'destrin''*' 1,81' 5,90' 235' 3' 2' 24,8'
125347376' 'filaminDA''*' 1,66' 15,55' 1250' 60' 18' 39,6'
148747526' 'rasDrelated'protein'RabD7a''' 1,65' 17,92' 316' 6' 2' 40,6'
145966915' 'filaminDB''*' 1,63' 18,31' 531' 40' 11' 19,8'
157951604' 'adenylyl'cyclaseDassociated'
protein'1''*' 1,62' 14,87' 52' 2' 2' 7,4'
6756085' 'zyxin''*' 1,61' 19,88' 61' 3' 2' 6,9'
7305395'
'purine'nucleoside'










1,53' 17,71' 198' 7' 2' 24,9'
6755372' '40S'ribosomal'protein'S3''' 1,51' 17,31' 115' 8' 3' 41,2'
6754910' 'nuclear'migration'protein'
nudC''' 1,49' 9,83' 62' 3' 2' 11,1'
158635992'
'PDZ'and'LIM'domain'protein'
1''' 1,48' 19,30' 85' 5' 2' 17,7'
160707925' 'annexin'A3''' 1,47' 14,02' 395' 11' 5' 38,1'
31980648' 'ATP'synthase'subunit'beta,'
mitochondrial'precursor''' 1,45' 19,56' 440' 12' 7' 33,6'
162461907' 'stressD70'protein,'mitochondrial''' 1,43' 3,39' 113' 8' 2' 15,6'





1,43' 10,87' 62' 5' 2' 13,2'
6671507' 'actin,'aortic'smooth'muscle''' 1,40' 10,69' 39' 3' 3' 5,6'
6754084'
'glutathione'SDtransferase'Mu'
1''' 1,36' 11,20' 273' 6' 5' 38,5'
6678483' 'ubiquitinDlike'modifierD
activating'enzyme'1'isoform'1''' 1,34' 22,29' 86' 9' 2' 13,8'
31982030' 'rho'GDPDdissociation'inhibitor'1''' 1,33' 7,37' 316' 4' 2' 28,4'
21450625'
'eukaryotic'initiation'factor'
4ADI'isoform'1''' 1,33' 14,08' 173' 7' 3' 23,9'
21704156' 'caldesmon'1''' 1,32' 15,89' 59' 11' 3' 22,5'
6671509' 'actin,'cytoplasmic'1''' 1,31' 10,73' 730' 13' 10' 49,1'
6755114' 'peroxiredoxinD5,'mitochondrial'precursor''' 1,30' 6,46' 82' 4' 2' 33,3'
6680748'
'ATP'synthase'subunit'alpha,'
mitochondrial'precursor''' 1,30' 10,71' 303' 15' 3' 35,1'
86198316' 'protein'disulfideDisomerase'
A4'precursor''' 1,29' 19,89' 99' 8' 2' 24,2'
Resultados	  
	   109	  
	  
30519911& &transgelin02&&& 1,29& 19,07& 367& 13& 6& 63,8&
6753556& &cathepsin&D&precursor&&& 1,28& 6,24& 87& 5& 2& 13,2&





1,27& 14,42& 237& 3& 2& 11,7&
9845257& &histone&H1.2&&& 1,25& 8,38& 74& 6& 2& 27,8&
227116327& &talin01&&& 1,25& 16,14& 714& 32& 6& 13,3&
9910548& &SH3&domain0binding&glutamic&
acid0rich0like&protein&&& 1,24& 7,73& 114& 3& 2& 44,7&
61743961& &AHNAK&nucleoprotein&isoform&1&&& 1,24& 16,63& 99& 9& 2& 6,6&





1,23& 18,69& 60& 7& 2& 20,2&
22165384& &tubulin&beta04B&chain&&& 1,23& 19,71& 197& 3& 3& 25,8&
6753322&
&T0complex&protein&1&subunit&
delta&&& 1,22& 20,00& 58& 7& 2& 17,3&





1,20& 2,11& 156& 5& 2& 18,4&
19526818&
&phosphate&carrier&protein,&
mitochondrial&precursor&&& 1,20& 14,60& 86& 5& 2& 19,9&
6754994& &poly(rC)0binding&protein&1&&& 1,19& 14,16& 110& 6& 3& 25,0&
183396771& &60&kDa&heat&shock&protein,&
mitochondrial&&& 1,19& 12,88& 77& 6& 2& 17,8&
6755358& &60S&ribosomal&protein&L8&&& 1,19& 17,22& 59& 5& 2& 25,3&
31981302& &annexin&A6&isoform&a&&& 1,18& 10,79& 235& 9& 2& 19,3&
226874906& &140303&protein&epsilon&&& 1,17& 19,86& 609& 16& 8& 65,1&
6756039& &140303&protein&theta&&& 1,16& 14,24& 342& 5& 2& 23,3&
114326446& &myosin09&isoform&1&&& 1,15& 19,40& 773& 44& 7& 25,3&
6996913& &annexin&A2&&& 1,14& 19,48& 194& 8& 4& 27,7&
31982186& &malate&dehydrogenase,&mitochondrial&precursor&&& 1,14& 19,16& 848& 11& 4& 37,9&
359279904&
&tropomyosin&alpha03&chain&
isoform&3&&& 1,12& 11,08& 356& 10& 5& 53,2&
18017605& &ubiquitin0conjugating&
enzyme&E2&N&&& 1,12& 19,53& 69& 2& 2& 16,4&
6756041& &140303&protein&zeta/delta&isoform&1&&& 1,11& 18,98& 286& 8& 3& 46,1&
19745150&
&NADH0cytochrome&b5&
reductase&3&&& 1,11& 19,19& 135& 4& 2& 15,3&
84794552& &phosphatidylethanolamine0
binding&protein&1&&& 1,08& 7,65& 209& 4& 2& 48,1&
31543974& &140303&protein&beta/alpha&&& 1,07& 19,80& 167& 5& 12& 40,2&
45597447&
&superoxide&dismutase&[Cu0
Zn]&&& 1,06& 18,67& 87& 3& 2& 29,2&
7106439& &tubulin&beta05&chain&&& 1,06& 16,67& 1273& 16& 8& 39,4&
31981100& &40S&ribosomal&protein&S14&&& 1,05& 17,43& 104& 2& 2& 31,1&
6754036& &aspartate&aminotransferase,&mitochondrial&&& 1,05& 2,47& 140& 6& 2& 20,2&
225543319&
&transitional&endoplasmic&





1,03& 9,82& 105& 6& 2& 28,9&
19745150&
&NADH0cytochrome&b5&
reductase&3&&& 1,03& 19,19& 135& 4& 2& 15,3&
6678469& &tubulin&alpha01C&chain&&& 1,02& 18,74& 1039& 12& 10& 38,1&
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precursor&&& 1,02& 11,69& 215& 16& 3& 36,9&





1,01& 12,51& 66& 4& 2& 26,4&
6679439&
&peptidyl3prolyl&cis3trans&
isomerase&A&&& 1,01& 15,92& 249& 5& 3& 36,6&
70794816& &uncharacterized&protein&





0,97& 18,29& 279& 7& 4& 28,9&
112293264& &protein&disulfide3isomerase&
A3&precursor&&& 0,97& 19,29& 465& 21& 13& 50,5&
126032329& &elongation&factor&13alpha&1&&& 0,97& 19,15& 518& 15& 7& 35,5&
33563282&
&proteasome&subunit&alpha&
type31&&& 0,97& 12,33& 57& 2& 2& 15,6&
6679587& &ras3related&protein&Rab31A&&& 0,96& 16,39& 281& 6& 2& 35,1&
15617203& &chloride&intracellular&channel&
protein&1&&& 0,96& 13,70& 262& 4& 3& 26,1&
40556608& &heat&shock&protein&HSP&903beta&&& 0,96& 16,59& 2645& 18& 10& 27,5&
117938334&
&spectrin&beta&chain,&non3
erythrocytic&1&isoform&2&&& 0,96& 7,37& 108& 13& 2& 10,3&
6755863& &endoplasmin&precursor&&& 0,95& 19,18& 1027& 20& 9& 27,2&
33859482& &elongation&factor&2&&& 0,94& 14,49& 207& 20& 4& 26,3&
7305443& &60S&ribosomal&protein&L7a&&& 0,93& 20,00& 168& 7& 2& 32,7&
13385942&
&citrate&synthase,&
mitochondrial&precursor&&& 0,93& 17,09& 92& 8& 2& 19,8&
116089273& &rab&GDP&dissociation&
inhibitor&beta&&& 0,92& 19,65& 285& 7& 3& 24,0&
70778976& &phosphoglycerate&kinase&1&&& 0,91& 17,22& 575& 17& 6& 52,3&
33859640& &transaldolase&&& 0,91& 16,56& 81& 6& 4& 20,2&
31981690&
&heat&shock&cognate&71&kDa&
protein&&& 0,90& 18,54& 1697& 27& 10& 46,0&
6679937& &glyceraldehyde333phosphate&
dehydrogenase&&& 0,89& 18,15& 672& 12& 3& 47,1&
6678682& &galectin31&&& 0,89& 18,54& 574& 5& 3& 32,6&
6671539&
&fructose3bisphosphate&
aldolase&A&isoform&2&&& 0,88& 2,99& 377& 13& 2& 36,0&
58037267&
&protein&disulfide3isomerase&
A6&precursor&&& 0,88& 15,42& 1213& 9& 3& 31,2&
6679078& &nucleoside&diphosphate&





0,86& 8,93& 120& 6& 2& 18,8&
31543976& &143333&protein&gamma&&& 0,86& 19,78& 110& 3& 3& 36,8&
6755040& &profilin31&&& 0,85& 16,43& 1214& 6& 3& 66,4&
226958349& &triosephosphate&isomerase&&& 0,85& 14,98& 733& 7& 5& 36,1&
293597567&
&fructose3bisphosphate&
aldolase&A&isoform&1precursor&&& 0,85& 16,24& 749& 13& 3& 37,1&
84875537& &nucleolin&&& 0,85& 16,05& 26& 6& 2& 14,1&
6679961& &myotrophin&&& 0,83& 19,04& 83& 2& 2& 22,0&
6754524& &L3lactate&dehydrogenase&A&
chain&isoform&1&&& 0,83& 16,50& 269& 12& 5& 35,2&
6752954& &actin,&cytoplasmic&2&&& 0,82& 15,67& 3712& 18& 15& 55,7&
377833208&
&PREDICTED:&protein&
disulfide3isomerase&A6&&& 0,81& 19,32& 1007& 10& 4& 32,7&
256000782& &tropomyosin&alpha31&chain&
isoform&2&&& 0,80& 11,77& 121& 6& 2& 23,6&
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6680924' 'cofilin.1''' 0,79' 19,76' 132' 5' 3' 44,0'
51491845' 'clathrin'heavy'chain'1''' 0,79' 11,01' 134' 14' 2' 12,5'
6754254' 'heat'shock'protein'HSP'90.
alpha''' 0,78' 11,02' 1614' 5' 2' 19,6'
6753060' 'annexin'A5''' 0,78' 16,66' 608' 15' 9' 49,5'
114326546' 'phosphoglycerate'mutase'1''' 0,78' 16,05' 176' 7' 2' 35,5'
21313162' 'ras.related'protein'Rab.1B''' 0,78' 17,07' 207' 2' 2' 37,3'
6753036'
'aldehyde'dehydrogenase,'
mitochondrial'precursor''' 0,78' 11,90' 296' 10' 2' 15,8'
58037267' 'protein'disulfide.isomerase'
A6'precursor''' 0,77' 15,42' 1213' 9' 3' 31,2'
31982755' 'vimentin''' 0,76' 16,71' 296' 18' 6' 49,6'
9845265'
'ubiquitin.60S'ribosomal'
protein'L40''' 0,76' 17,32' 48' 2' 2' 36,7'
70778915' 'moesin''' 0,75' 19,14' 478' 22' 6' 43,0'
6756037' '14.3.3'protein'eta''' 0,74' 2,67' 189' 3' 2' 30,5'
14192922' 'actin,'alpha'cardiac'muscle'1''' 0,74' 17,57' 2200' 5' 4' 48,8'
19527028' 'vigilin''' 0,73' 18,56' 46' 8' 2' 19,5'
31981562'
'pyruvate'kinase'isozymes'
M1/M2'isoform'1''' 0,72' 19,86' 881' 20' 11' 44,6'
6678097' 'serpin'B6'isoform'b''' 0,70' 13,64' 98' 4' 2' 13,2'
6680836' 'calreticulin'precursor''' 0,70' 18,59' 106' 7' 4' 20,2'
254540027' 'malate'dehydrogenase,'
cytoplasmic''' 0,67' 3,64' 75' 5' 2' 21,9'
33859662'
'synaptic'vesicle'membrane'
protein'VAT.1'homolog''' 0,67' 10,27' 155' 7' 2' 17,7'
254540166' '78'kDa'glucose.regulated'
protein'precursor''' 0,66' 18,06' 1698' 30' 13' 49,3'
31543113' 'plastin.2''' 0,66' 3,38' 369' 23' 2' 42,6'
12963511' '40S'ribosomal'protein'S19''' 0,63' 8,88' 57' 5' 4' 38,6'
33563236'
'rho'GDP.dissociation'
inhibitor'2''' 0,63' 20,93' 250' 4' 3' 30,0'
19526878' 'pyrroline.5.carboxylate'
reductase'2''' 0,62' 21,05' 73' 4' 2' 11,9'
6754696' 'macrophage'migration'inhibitory'factor''' 0,61' 10,58' 307' 2' 2' 15,7'
255003735' '60S'ribosomal'protein'L10a''' 0,61' 1,81' 43' 5' 2' 29,0'
28372479' '40S'ribosomal'protein'S25''' 0,60' 14,77' 75' 4' 2' 33,6'
160707956' 'annexin'A7''' 0,58' 7,87' 124' 3' 2' 8,0'
21361209' 'histone'H4''' 0,57' 6,34' 145' 5' 2' 50,5'
10946870' 'alcohol'dehydrogenase'





0,56' 15,79' 405' 8' 3' 32,1'
309267832' 'PREDICTED:'60S'ribosomal'
protein'L5.like''' 0,55' 12,70' 92' 3' 2' 16,7'
6754450'
'fatty'acid.binding'protein,'
epidermal''' 0,54' 9,28' 110' 4' 2' 26,7'
9256624' 'phosphoglycerate'mutase'2''' 0,51' 6,28' 66' 2' 2' 8,7'
124517663' 'annexin'A1''' 0,48' 15,58' 653' 11' 3' 47,7'
31981273' 'cytosolic'non.specific'
dipeptidase''' 0,47' 15,68' 264' 8' 3' 22,9'
110227377'
'macrophage.capping'protein'
isoform'2''' 0,45' 12,22' 227' 6' 5' 21,8'
6754976' 'peroxiredoxin.1''' 0,42' 15,07' 719' 13' 6' 52,3'
33859580' 'galectin.3''' 0,39' 8,72' 156' 5' 2' 26,5'
161016799' 'annexin'A4''' 0,37' 17,77' 303' 8' 2' 39,2'
10946574' 'creatine'kinase'B.type''' 0,31' 18,94' 159' 2' 2' 6,8'
'
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4.7.	  ANÁLISIS	  FUNCIONAL	  IN	  SILICO	  DE	  LAS	  PROTEÍNAS	  OBTENIDAS	  POR	  SILAC	  
	  
	  
Figura	   38.	   Resultados	   experimento	   de	   SILAC.	   Proteínas	   up-­‐reguladas.	   (A)	   Analisis	   de	   las	   proteínas	   obtenidas	  
mediante	   el	   experimento	   de	   SILAC	   agruclasificadas	   por	   las	   diferentes	   funciones	   que	   realizan	   en	   la	   célula	   y	  
cuantificadas	  en	  función	  del	  porcentaje	  total	  de	  proteínas	  diferencialmente	  expresadas	  en	  las	  células	  endoteliales	  
KO	  frente	  a	  las	  WT.	  Proteínas	  upreguladas	  en	  MLEC	  KO	  con	  respecto	  a	  las	  MLEC	  WT.	  (B)	  Esquema	  detallado	  de	  las	  
proteínas	  up-­‐reguladas	  en	   las	  MLEC	  KO	  frente	  a	   las	  WT	  en	  el	  que	  se	  muestran	   los	  procesos	  celulares	  en	   los	  que	  
participan	  o	  están	  relacionadas	  y	  las	  funciones	  que	  realizan	  en	  dichos	  procesos.	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Figura	  39.	  Resultados	  experimento	  de	  SILAC.	  Proteínas	  down-­‐reguladas.	   (A)	  Analisis	  de	   las	  proteínas	  obtenidas	  
mediante	  el	  experimento	  de	  SILAC	  clasificadas	  por	  las	  diferentes	  funciones	  que	  realizan	  en	  la	  célula	  y	  cuantificadas	  
en	  función	  del	  porcentaje	  total	  de	  proteínas	  diferencialmente	  expresadas	  en	  las	  células	  endoteliales	  KO	  frente	  a	  las	  
WT.	  Proteínas	  downreguladas	  en	  MLEC	  KO	  con	  respecto	  a	   las	  MLEC	  WT.	  (B)	  Esquema	  detallado	  de	   las	  proteínas	  
down-­‐reguladas	  en	  las	  MLEC	  KO	  frente	  a	  las	  WT	  en	  el	  que	  se	  muestran	  los	  procesos	  celulares	  en	  los	  que	  participan	  
o	  están	  relacionadas	  y	  las	  funciones	  que	  realizan	  en	  dichos	  procesos.	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4.8	  LA	  ACTIVACIÓN	  DE	  LA	  VÍA	  AKT/HIF1a	  PARTICIPA	  EN	  EL	  PROCESO	  DE	  NEOVASCULARIZACIÓN	  POST-­‐
ISQUEMIA	  EN	  LOS	  ANIMALES	  DEFICIENTES	  EN	  CD69	  	  
Entre	   las	   proteínas	   up-­‐reguladas	   en	   las	   células	   endoteliales	   de	   ratones	   deficientes	   en	   CD69	   hemos	  
encontrado	  la	  proteína	  Rho	  GDP	  disociation	  factor	  1	   (Rho	  GDI	  1)	  que	  inhibe	  la	  actividad	  de	  la	  proteína	  
RhoA,	   impidiendo	   la	   disociación	   de	   la	  mólecula	  GDP	   de	   RhoA	   y,	   por	   lo	   tanto,	   que	   esta	   proteína	   esté	  
activa	   para	   ejercer	   su	   función	   interaccionando	   con	   la	   proteína	   ROCK1	   (Montalvo	   et	   al.,	   2013).	   Por	   lo	  
tanto,	  Rho	  GDI	  1	  produce	   la	  degradación	  de	  RhoA	  y	  una	  acumulación	  en	  el	   citoplasma	  de	   la	  proteína	  
ROCK1	   en	   un	   pool	   inactivo,	   favoreciéndose	   la	   activación	   de	   la	   vía	   de	   AKT	   (Lisabeth	   et	   al.,	   2013).	   La	  
activación	  de	  la	  ruta	  de	  AKT	  induce	  incremento	  de	  la	  proteína	  HIF1α,	  que	  favorece	  el	  incremento	  de	  la	  
neovascularización.	   Para	   comprobar	   esta	   hipótesis	   analizamos	   por	   WB	   algunas	   de	   las	   proteínas	  
implicadas	  en	  esta	  vía	  de	  activación	  que	  podrían	  estar	  implicadas	  en	  los	  procesos	  de	  neo-­‐vascularización	  
post-­‐isquemia	  observados	  anteriormente.	  Hemos	  realizado	  WB	  de	  lisados	  de	  músculo	  de	  animales	  WT	  y	  
deficientes	  en	  CD69,	  sometidos	  a	  isquemia	  de	  la	  extremidad	  posterior	  izquierda,	  comparando	  los	  niveles	  
de	   expresión	   de	   las	   diferentes	   proteínas	   entre	   animales	   WT	   y	   KO	   para	   CD69	   y	   entre	   la	   extremidad	  
isquémica	   y	   no	   isquémica,	   7	   días	   después	   de	   la	   isquemia.	   Hemos	   encontrado	   una	   disminución	   de	   la	  
proteína	   RhoA	   activada	   en	   los	   animales	   CD69-­‐/-­‐	   tanto	   en	   la	   extremidad	   isquémica	   como	   en	   la	   no	  
isquémica,	  que	  se	  correlaciona	  con	  un	  acumulo	  de	  la	  quinasa	  ROCK1	  en	  su	  forma	  inactiva	  (Figura	  40A).	  
La	  acumulación	  de	  ROCK1	  inactivo	  conduce	  a	  un	  incremento	  de	  la	  activación/fosforilación	  de	  AKT	  y	  por	  
tanto	   un	   incremento	   de	   la	   expresión	   de	   la	   proteína	   HIF1α	   en	   el	   tejido	  muscular	   de	   animales	   CD69-­‐/-­‐	  
(Figura	  40B),	  que	  podría	  explicar	  porqué	  observamos	  una	  revascularización	  más	  rápida	  en	  los	  animales	  
deficientes	  en	  CD69	  (Figura	  33).	  Además,	  la	  inactivación	  de	  la	  proteína	  ROCK1	  favorece	  la	  activación	  de	  
las	  proteínas	  del	  citoesqueleto	  que	  pueden	  actuar	  como	  adaptadores	  reclutando	  otras	  proteínas	  como	  
las	  kinasas	  al	   citoesqueleto,	   como	   la	  proteína	  kinasa	  1	  con	  dominios	  PDZ	  y	   LIM	   (PDZ	  and	  LIM	  domain	  
protein	  1:	  PDLIM1)	  que	  encontramos	  up-­‐regulada	  en	  el	  SILAC	  en	  las	  MLEC	  CD69-­‐/-­‐	  (Tabla	  1)-­‐.	  Las	  PDLIM1	  
interaccionan	  entre	  otras,	  con	  los	  receptores	  tipo	  efrina	  promoviendo	  la	  angiogénesis,	  ya	  que	  impiden	  la	  
endocitosis	   de	   los	   receptores	   de	   VEGF	   (Lisabeth	   et	   al.,	   2013)	   activando	   esta	   vía	   y	   por	   lo	   tanto	   la	  
activación	  de	  genes	  implicados	  en	  generación	  de	  nuevos	  vasos.	  	  
Recientemente	  se	  ha	  publicado	  que	   la	  molécula	  S1P1,	  cuya	  expresión	  está	  upregulada	  en	   los	  animales	  
deficientes	   en	   CD69	   ya	   que	   esta	  molécula	  media	   la	   expresión	   de	   S1P1	   en	   la	  membrana,	   es	   capaz	   de	  
inducir	  la	  vía	  de	  AKT/mTORc	  y	  activar	  la	  expresión	  de	  HIF1α,	  que	  conduciría	  a	  aumentar	  la	  angiogénesis	  
en	   procesos	   de	   isquemia	   (Labiano	   and	   I.,	   	   2017).	   Los	   tejidos	   isquémicos	   y	   no	   isquémicos	   de	   CD69-­‐/-­‐	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presentan	   en	   efecto	   una	  mayor	   expresión	   de	   receptores	   S1p1	   así	   como	   la	   activación	   sostenida	   de	   la	  
fosforilación	   de	   AKT	   y	   de	   expresión	   de	   HIF1α	   (Figura	   40B).	   La	   expresión	   aumentada	   en	   condiciones	  
basales	  podría	   indicar	  que	  estas	   vías	   están	   constitutivamente	  activadas	  en	  estos	   animales.	  Además	  el	  
proceso	  es	  específico	  de	  S1P1	  ya	  que	  los	  niveles	  de	  otro	  receptor	  de	  la	  misma	  familia,	  el	  S1P3	  no	  están	  
significativamente	   modificados	   en	   el	   proceso	   (Figura	   40C).	   La	   endoglina,	   que	   también	   se	   encuentra	  
elevada	   en	   los	   músculos	   de	   los	   animales	   deficientes	   para	   CD69	   (Figura	   40A),	   también	   podría	   estar	  
activada	  a	  través	  de	  las	  PDLIM1.	  La	  endoglina	  es	  capaz	  de	  fijar	  PI3K	  a	  la	  membrana	  celular	  y	  mantener	  
activada	   la	   vía	  de	  AKT	  promoviendo	   la	   formación	  y	   fijación	  de	  nuevos	   capilares.	   (Lee	  et	   al.,	   2012).	   En	  
definitiva,	   estos	   datos	   preliminares	   parecen	   indicar	   que	   la	   mayor	   capacidad	   de	   regenerar	   el	   tejido	  
vascular	  que	  presentan	  los	  animales	  deficientes	  en	  CD69	  podría	  estar	  mediada	  por	  una	  mayor	  activación	  
de	  la	  ruta	  PI3K/AKT,	  que	  a	  partir	  de	  diferentes	  mecamismos	  como	  el	  incremento	  de	  la	  expresión	  de	  HIFα	  
o	  la	  inhición	  de	  la	  activación	  de	  las	  GTPasas	  RhoA/ROCK1	  conduce	  a	  la	  activación	  de	  los	  mecanismos	  de	  
angiogénesis.	  Además,	   todos	   los	   procesos	  descritos	   implican	   cambios	   en	  el	   citoesqueleto	   celular,	   que	  
favorecen	  tanto	  la	  fijación	  de	  determinados	  tipos	  de	  proteínas	  en	  la	  membrana	  celular	  como	  el	  tráfico	  
celular	  de	  diferentes	  proteínas	  y	  metabolitos	  para	  ejercer	  su	  función.	  Todos	  estos	  datos	  se	  correlacionan	  
con	   los	   resultados	   obtenidos	   en	   el	   análisis	   proteómico	   del	   experimeto	   de	   SILAC,	   en	   los	   59%	   de	   las	  
proteínas	   diferencialmente	   expresadas	   y	   up-­‐reguladas	   en	   las	   células	   endoteliales	   CD69-­‐/-­‐,	   están	  
relacionadas	  con	  el	  citoesqueleto,	  por	  lo	  que	  sería	  necesario	  un	  examen	  más	  exaustivo	  de	  los	  resultados	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Figura	   40.	   Las	   kinasas	   RhoA/ROCK1	   intervienen	   en	   el	   proceso	   de	   neo-­‐vascularización	   mediante	   el	  
mantenimiento	   de	   la	   activación	   de	   la	   vía	   AKT/HIF1α.	   (A)	  WB	   representativos	   de	   las	   proteínas	   RhoA,	   ROCK1	   y	  
Endoglina	  en	  los	  músculos	  aductores	  procedentes	  de	  la	  extremidad	  control	  (C)	  y	  de	  la	  extrewmidad	  isquémica	  (I)	  
de	  ratones	  WT	  o	  defiecientes	  en	  CD69	  (arriba),	  cuantificación	  de	  las	  bandas	  de	  proteína,	  procedentes	  de	  al	  menos	  
4	  músculos	  diferentes	  de	  cada	  tipo	  y	  normalizadas	  frente	  a	  β-­‐actina	  (abajo).	  (B)	  WB	  representativos	  que	  muestran	  
la	  ruta	  de	  activación	  de	  la	  proteína	  AKT	  anteriormente	  descrita	  con	  las	  proteínas	  S1P1,	  P-­‐AKT	  y	  HIF1α	  (izquierda).	  
Cuantificación	   de	   las	   bandas	   de	   proteína,	   procedentes	   de	   al	   menos	   4	   músculos	   diferentes	   de	   cada	   tipo	   y	  
normalizadas	   frente	   a	   β-­‐actina	   (derecha).	   (C)	   WB	   representativo	   de	   la	   proteína	   S1P3,	   y	   su	   cuantificación,	  
normalizada	  frente	  a	  β-­‐actina.	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IV	  DISCUSIÓN	  
	  
1.	  CD69	  COMO	  MOLÉCULA	  INMUNOMODULADORA	  EN	  PROCESOS	  INFLAMATORIOS	  TANTO	  
FISIOLÓGICOS	  COMO	  PATOLÓGICOS	  
	  
En	   los	   últimos	   años,	   diversos	   estudios	   con	   animales	   deficientes	   en	  CD69	  han	  puesto	   de	  manifiesto	   el	  
papel	   de	   esta	  molécula	   en	   la	  modulación	   de	   la	   inflamación.	   La	   falta	   de	   CD69	   en	   el	   comportamiento	  
linfoide	  incrementa	  la	  inflamación	  en	  modelos	  animales	  como	  la	  artritis	  inducida	  por	  colágeno,	  el	  asma	  
alérgica,	  la	  dermatitis	  de	  contacto,	  la	  miocarditis	  autoinmune	  o	  la	  colitis	  (Cruz-­‐Adalia	  et	  al.,	  2010;	  Martin	  
et	  al.,	  2010b;	  Radulovic	  et	  al.,	  2012;	  Radulovic	  et	  al.,	  2013;	  Sancho	  et	  al.,	  2003).	  Todos	  estos	  modelos	  
animales	  desarrollados	  para	  el	  estudio	  de	  diferentes	  procesos	  patológicos	  cursan	  con	  un	  incremento	  de	  
la	   población	   de	   linfocitos	   Th17,	   que	   está	   exacerbado	   en	   los	   animales	   deficientes	   en	   CD69.	   Además,	  
estudios	  a	  nivel	  molecular	  demuestran	  que	  esta	  proteína,	  mediante	  la	  activación	  de	  vía	  de	  señalización	  
Jak3/STAT5,	   inhibe	  la	  diferenciación	  de	  las	  células	  Th17	  y	  favorece	  la	  activación	  de	  las	  células	  Treg,	   las	  
cuales	  frenan	  la	  respuesta	  inflamatoria	  mediada	  por	  las	  células	  Th17	  (Cortes	  et	  al.,	  2014;	  Martin	  et	  al.,	  
2010a;	  Martin	  and	  Sanchez-­‐Madrid,	  2011).	  Por	   tanto,	   se	  puede	  considerar	  a	  CD69	  como	  un	  regulador	  
negativo	  de	  la	  inflamación	  mediada	  por	  células	  T,	  regulando	  el	  balance	  entre	  los	  linfocitos	  T	  reguladores	  
y	  los	  linfocitos	  Th17	  en	  procesos	  fisiológicos	  y	  patológicos	  (Martin	  and	  Sanchez-­‐Madrid,	  2011).	  
	  
1.1	  PAPEL	  DE	  CD69	  EN	  ENFERMEDADES	  QUE	  CURSAN	  CON	  PROCESO	  FIBROPROLIFERATIVOS	  
En	   este	   trabajo	   se	   ha	   explorado	   el	   papel	   de	   CD69	   en	   enfermedades	   que	   cursan	   con	   procesos	   fibro-­‐
proliferativos,	  como	  la	  fibrosis	  peritoneal	   inducida	  por	  un	  proceso	  de	  diálisis,	  y	  que	  hasta	  ahora	  nunca	  
habían	   sido	  estudiadas	  en	  animales	  deficientes	  en	  CD69,	   así	   como	  en	  quimeras	  hematopoyéticas	  que	  
expresan	  o	  no	  CD69	  únicamente	  en	  el	  compartimento	  linfoide.	  Esto	  junto	  con	  los	  experimentos	  en	  los	  
que	  se	  han	  bloqueado	  con	  anticuepos	  la	  expresión	  de	  CD69	  en	  la	  membrana	  de	  la	  célula,	  ha	  permitido	  
afirmar	  que	  CD69	  modula	  la	  fibrosis	  peritoneal,	  a	  través	  de	  la	  regulación	  del	  balance	  de	  las	  poblaciones	  
Th17/Treg.	   También	   se	   ha	   demostrado	   que	   la	   uremia	   contribuye	   modestamente	   al	   proceso	   fibro-­‐
proliferativo	   en	   la	   membrana	   peritoneal,	   siendo	   igualmente	   la	   molécula	   CD69	   moduladora	   de	   la	  
inflamación	  y	  posterior	  fibrosis	  en	  condiciones	  urémicas.	  A	  pesar	  de	  los	  hallazgos	  en	  modelos	  animales,	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el	  efecto	  de	  la	  uremia	  en	  el	  peritoneo	  de	  los	  seres	  humanos	  es	  controvertido	  y	  la	  posible	  contribución	  
de	  la	  uremia	  a	  la	  alteración	  de	  la	  de	  la	  PM,	  sigue	  siendo	  un	  tema	  sometido	  a	  debate	  
Los	  datos	  obtenidos	  muestran	  que	   la	  deficiencia	  de	  CD69	  o	  el	  bloqueo	  de	  CD69	  produce	  un	  aumento	  
exacerbado	  de	  la	  fibrosis	  peritoneal	  en	  respuesta	  al	  PDF.	  Este	  resultado	  se	  correlaciona	  con	  el	  infiltrado	  
inflamatorio	  y	  la	  hiperactivación	  local	  de	  las	  células	  Th17.	  Por	  el	  contrario,	  las	  respuestas	  mediadas	  por	  
Th1	  o	  Th2	  parecen	  tener	  poca	  o	  ninguna	  relevancia	  en	   la	  fibrosis	   inducida	  por	   la	  dialysis	  peritoneal.	  El	  
aumento	  de	  la	  fibrosis	  peritoneal	  en	  ratones	  CD69-­‐/-­‐	  se	  asocia	  con	  un	  aumento	  del	  ratio	  Th17/Tregs,	  que	  
es	  causado	  por	  un	  aumentó	  de	  células	  Th17	  en	  lugar	  de	  una	  disminución	  de	  Tregs.	  Se	  ha	  descrito	  que	  
más	   importante	   que	   la	   proporción	   relativa	   de	   células	   Treg,	   es	   su	   actividad	   funcional,	   para	   lo	   que	   es	  
necesaria	   la	   expresión	   de	   la	   molécula	   CD69	   en	   éstas	   células,	   en	   la	   homeostasis	   inmune	   y	   en	   la	  
modulación	  de	  la	  inflamación	  (Martin	  and	  Sanchez-­‐Madrid,	  2011).	  Por	  lo	  tanto,	  se	  puede	  especular	  que	  
CD69	   controla	   la	   fibrosis	   en	   el	   peritoneo	   limitando	   las	   respuestas	   Th17	   y	   regulando	   la	   función	   de	   las	  
células	   Treg.	   Los	   resultados	   obtenidos	   en	   este	   estudio	   han	   mostrado	   que	   los	   cambios	   peritoneales	  
inducidos	   por	   la	   exposición	   a	   PDF,	   no	   sólo	   es	   exacerbada	   en	   tamaño	   sino	   también	   acelerada	   en	   los	  
ratones	  CD69-­‐/-­‐,	  y	  que	  la	  inflamación	  precede	  al	  proceso	  fibrótico.	  Los	  resultados	  indican	  claramente	  que	  
la	   inflamación	   impulsa	   el	   proceso	   de	   fibrosis	   en	   la	   PM	   después	   de	   la	   exposición	   a	   PDF,	   y	   que	   éste	  
proceso	  está	  desregulado	  en	  ratones	  CD69-­‐/.	  Se	  ha	  observado	  que	  TGF-­‐β	  esta	  up-­‐regulado	  en	  la	  cavidad	  
peritoneal	  de	  ratones	  CD69-­‐/-­‐	  expuestos	  a	  PDF.	  Esta	  citoquina	  juega	  un	  papel	  central	  en	  la	  diferenciación	  
de	   los	   linajes	  Th17	  y	  Treg.	  La	  exposición	  al	  TGF-­‐β	   inclina	  a	   los	   linfocitos	  CD4	  naive	  hacia	  el	   linaje	  Treg,	  
mientras	  que	  la	  combinación	  de	  TGF-­‐β	  e	  IL-­‐6	  hace	  que	  los	  progenitores	  adopten	  un	  papel	  Th17.	  La	  IL-­‐6	  
en	  estos	  experimentos	  se	   indujo	  rápidamente	  en	   la	  cavidad	  peritoneal	  de	  ratones	  CD69-­‐/-­‐	  expuestos	  a	  
PDF,	  y	  se	  mantuvo	  elevada	  durante	   los	  40	  días	  que	  duró	  el	   tratamiento.	  Esto	  podría	  explicar	   la	   fuerte	  
polarización	   local	   hacia	   la	   diferenciación	   a	   linfocitos	   Th17	   en	   respuesta	   a	   la	   exposición	   a	   PDF.	   En	  
conclusión,	   los	   resultados	   demuestran	   que	  CD69	  modula	   la	   respuesta	   inflamatoria	  mediada	   por	   Th17	  
incrementando	   la	   fibrosis	   peritoneal.	   Estos	   datos	   mejoran	   nuestra	   comprensión	   de	   los	   procesos	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1.2	  EL	  MANTENIMIENTO	  DE	  LA	  TOLERANCIA	  INMUNE	  MEDIADA	  POR	  LOS	  LINFOCITOS	  TREG	  FOXP3+	  REQUIERE	  
LA	  EXPRESIÓN	  DE	  CD69	  
Se	  han	  descrito	  numerosas	  poblaciones	  de	  células	  Treg	  en	  función	  de	  los	  marcadores	  que	  expresan	  en	  
su	  membrana,	   además	   de	   la	   población	   de	   células	   Treg	   CD4+FoxP3+CD25high,	   se	   han	   caracterizado	   una	  
población	  de	  células	  Treg	  humanas	  que	  expresan	  un	  péptido	  asociado	  a	  TGF-­‐β	  (LAP,	  latency-­‐associated	  
peptide)	   en	   su	   membrana,	   y	   que	   no	   expresan	   FoxP3	   pero	   sí	   el	   receptor	   tipo	   II	   de	   TGF-­‐β	   y	   CD69.	  
Asimismo,	   estas	   células	   son	   capaces	   de	   secretar	   IL-­‐8,	   IL-­‐9,	   IL-­‐10,	   IF-­‐γ	   y	   TGF-­‐β	   y	   tienen	   capacidad	  
supresora	   in	  vivo	  mediada	  por	   IL-­‐10	  y	  TGF-­‐β	   (Gandhi	  et	  al.,	  2010).	  También	  hay	  Treg	  humanas	  que	  se	  
que	   se	  encuentran	   localizadas	  en	  órganos	   linfoides	   secundarios	   y	  que	   tienen	  un	   fenotipo	  anérgico	  en	  
comparación	   con	   las	   que	   se	   encuentra	   en	   sangre	   y	  médula	   ósea.	   La	  mayoría	   de	   las	   Treg	   de	   órganos	  
linfoides	  secundarios	  Treg	  CD4+	  CD25+	  CD127-­‐	  FoxP3+,	  son	  también	  CD69+	  CD45RA+,	  lo	  que	  las	  convierte	  
en	   células	   Treg	   activadas	   policlonalmente,	   con	   similar	   función	   supresora	   pero	   que	   producen	   IL-­‐2	   y	  
tienen	  mayor	  capacidad	  proliferativa	  ex	  vivo	  (Petersen	  et	  al.,	  2011).	  Además,	  también	  se	  ha	  demostrado	  
recientemente	   que	   los	   donantes	   sanos	   con	   una	   población	   de	   células	   Treg	   CD69+	   NKGD+	   LAP+	   que	  
expresan	   TGF-­‐β	   e	   IL-­‐10,	   tienen	   una	   capacidad	   supresora	   muy	   elevada,	   impidiendo	   fuertemente	   la	  
activación	  y	  diferenciación	  de	  las	  células	  T-­‐efectoras	  (Vitales-­‐Noyola	  et	  al.,	  2015).	  
En	   este	   trabajo	   se	   ha	   identificado	   un	   tipo	   de	   células	   Treg	   que	   expresan	   CD69	   constitutivamente	   en	  
condiciones	  homeostáticas	  e	   inflamatorias,	   con	  mayor	  potencial	   supresor	  que	   las	   células	  Treg	  clásicas	  
FoxP3+.	  Estos	  datos	  son	  consistentes	  con	  la	  evidencia	  previa	  de	  que	  una	  población	  de	  timocitos	  con	  alta	  
expresión	   de	   CD69	   es	   la	   precursora	   de	   las	   células	   tTregs	   en	   humanos	   (Martin-­‐Gayo	   et	   al.,	   2010).	   La	  
población	   de	   Treg	   periféricas	   CD69+	   difiere	   de	   las	   Tregs	   CD69-­‐	   en	   los	   niveles	   basales	   de	   expresión	   de	  
marcadores	  como	  CD25,	  CTLA-­‐4,	   ICOS,	  CD38	  o	  GITR	  (Josefowicz	  et	  al.,	  2012).	  Las	  células	  tTregs	  FoxP3+	  
CD69+	  es	  la	  población	  más	  efectiva	  a	  la	  hora	  de	  suprimir	  la	  proliferación	  de	  las	  células	  Tconvs,	  y	  la	  down-­‐
regulation	  del	   receptor	  CD69,	  mediante	  el	   tratamiento	  con	  anticuerpos	  bloqueantes	  de	  CD69,	   inhiben	  
su	  potencial	  supresor,	  lo	  que	  indica	  que	  las	  células	  Tregs	  funcionales	  expresan	  constitutivamente	  CD69.	  
Los	   resultados	  obtenidos	   indican	  que	   las	  Treg	  CD69+	  es	   la	  población	  con	   función	  supresora	  dentro	  del	  
conjunto	  de	   las	  Tregs	  CD4+	  CD25+	  FoxP3+.	  Sin	  embargo,	   también	  se	  ha	  descrito	  en	  diferentes	  modelos	  
animales,	   sub-­‐poblaciones	  de	  Tregs	  CD69+	   inducibles	  procedentes	  de	  poblaciones	  de	  Treg	  CD4+	  CD25-­‐
FoxP3-­‐,	   que	   expresan	   CD69	   en	   su	   membrana	   tras	   la	   activación	   con	   OVA	   administrado	   por	   vía	   oral	  
(Radulovic	   et	   al.,	   2012),	   o	   2,4,6-­‐trinitro-­‐1-­‐clorobenceno	   (Ring	   et	   al.,	   2010),	   después	   de	   la	  migración	   a	  
órganos	  linfoides	  (Lieberman	  et	  al.,	  2012)	  o	  después	  de	  la	  inducción	  de	  tumores	  (Han	  et	  al.,	  2009).	  Estas	  
Tregs	  ejercen	  su	  función	  principalmente	  a	  través	  de	  TGF-­‐β1	  unido	  a	  membrana	  mediante	  el	  péptido	  LAP.	  
Discusión	  
	   121	  
El	   factor	  de	   transcripción	  FoxP3	  ha	   sido	  postulado	  como	  marcador	  específico	  de	   linaje	  para	  Tregs;	   sin	  
embargo,	   los	   datos	   son	   contradictorios,	   ya	   que	   algunos	   grupos	   definen	   a	   las	   Treg	   FoxP3+	   como	   una	  
población	  supresora (Kretschmer	  et	  al.,	  2005), y	  otros	  grupos	  definen	  una	  función	  supresora	  incompleta	  
en	  esta	  población	   (Allan	  et	   al.,	   2007;	  Hill	   et	   al.,	   2007;	  Mucida	  et	   al.,	   2007).	   Los	  datos	  de	  este	  estudio	  
revelan	  que,	  dentro	  de	  la	  población	  las	  células	  FoxP3+,	  las	  células	  que	  expresan	  CD69	  son	  las	  que	  tienen	  
función	  supresora	  más	  potente,	   lo	  cual	  se	  ha	  demostrado	  mediante	  experimentos	   in	  vitro	  e	   in	  vivo.	  La	  
regulación	   de	   la	   respuesta	   inmune	   a	   antígenos	   aéreos	   es	   fundamental	   para	   mantener	   la	   tolerancia	  
inmune	  en	  los	  pulmones	  y	  la	  prevención	  de	  la	  enfermedad	  inflamatoria	  de	  las	  vías	  respiratorias	   (Bilate	  
and	  Lafaille,	  2012).	  En	  un	  trabajo	  previo	  en	  este	  grupo	  de	  investigación,	  se	  demostró	  que	  la	  expresión	  de	  
CD69	  en	   las	  células	  T	  efectoras	  regula	  negativamente	   las	  respuestas	   inflamatorias	  dirigidas	  por	  células	  
Th2	  y	  Th17	  asociadas	  a	  asma	  alérgica	  y	  dermatitis	  de	  contacto	   (Martin	  et	  al.,	  2010b).	  Sin	  embargo,	  el	  
papel	   de	   CD69	   en	   el	   mantenimiento	   de	   la	   tolerancia	   pulmonar	   mediante	   el	   control	   de	   la	   función	  
supresora	  de	  las	  células	  Treg,	  no	  se	  había	  explorado	  antes.	  Las	  células	  Treg	  son	  fundamentales	  para	  el	  
mantenimiento	  de	  la	  tolerancia	  en	  las	  mucosa,	  y	  los	  defectos	  en	  el	  desarrollo	  o	  función	  de	  estas	  células,	  
conducen	  a	  una	   inflamación	  de	   las	   vías	   respiratorias	   como	   las	  que	   cursan	  en	  enfermedades	   como	   las	  
alergias	  y	  el	  asma	  (Curotto	  de	  Lafaille	  et	  al.,	  2008;	  de	  Heer	  et	  al.,	  2004;	  Mucida	  et	  al.,	  2005).	  Nuestros	  
estudios	   con	   un	   modelo	   de	   tolerancia	   pulmonar	   muestran	   que	   las	   células	   Treg	   CD69-­‐/-­‐	   tienen	   un	  
potencial	  disminuido	  para	  suprimir	  respuestas	  inflamatorias	  frente	  a	  antígenos	  específicos,	  lo	  que	  indica	  
que	   la	   función	   supresora	   de	   las	   células	   Treg	   CD69-­‐/-­‐	   está	   afectada.	   Además,	   los	   experimentos	   de	  
adoptive	  tranfer	  demuestran	   inequívocamente,	  que	  sólo	   la	  población	  de	  células	  Treg	  FoxP3+	  CD69+,	  es	  
capaz	  de	  mantener	  la	  auto	  tolerancia	  en	  ratones	  CD69-­‐/-­‐.	  
A	  pesar	  de	  que	  se	  han	  propuesto	  diversos	  mecanismos	  por	  los	  cuales	  las	  células	  Treg	  ejercen	  su	  función	  
supresora,	   en	   este	   trabajo	   se	   ha	   demostrado	   que	   las	   células	   Tregs	   necesitan	   expresar	   CD69	   para	  
mantener	  la	  tolerancia	  inmune.	  Los	  resultados	  han	  demostrado	  que	  CD69	  es	  una	  diana	  molecular	  clave	  
para	  prevenir	  el	  desarrollo	  de	  la	  inflamación,	  mediante	  el	  control	  de	  la	  función	  supresora	  de	  las	  células	  
Treg.	   La	   identificación	  de	  esta	  nueva	  población	  de	  Tregs	  CD69+,	   abre	  el	   camino	  hacia	  el	  desarrollo	  de	  
nuevas	   estrategias	   de	   aislamiento	   de	   células	   Treg	   con	   fines	   terapéuticos,	   enfocados	   a	   tratar	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1.3	   CD69	   CONTROLA	   LA	   DIFERENCIACIÓN	   DE	   LAS	   CÉLULAS	   TREG	   FOXP3+	   EN	   EL	   TIMO	   MEDIANTE	   LA	  
EXPRESIÓN	  DE	  BIC/MIR-­‐155	  
La	  implicación	  del	  microRNA	  155	  y	  su	  promotor	  BIC	  en	  el	  desarrollo	  de	  las	  células	  T	  reguladoras	  del	  timo	  
(tTreg)	   FoxP3+	   está	  muy	   estudiada,	   contribuyendo	   al	  mantenimiento	   de	   la	   homeostasis	   de	   las	   células	  
Treg	  y	  al	  control	  de	  la	  inflamación	  en	  procesos	  patológicos.	  Sin	  embargo,	  la	  vía	  de	  activación	  del	  miR-­‐155	  
que	   conduce	   a	   la	   diferenciación	   de	   las	   células	   tTreg	   no	   se	   conoce.	   El	   hecho	   de	   que	   datos	   previos	   en	  
humano	  que	  muestran	  que	  una	  población	  de	   linfocitos	  CD4+,	  que	  expresa	  altos	  niveles	  de	  CD69	  en	  el	  
timo,	   es	   la	   que	   se	   diferencia	   a	   células	   tTreg	   (Martin-­‐Gayo	   et	   al.,	   2010),	   junto	   con	   el	   hecho	  de	   que	   la	  
expresión	   de	   CD69	   sea	   fundamental	   para	   que	   las	   células	   Treg	   puedan	   ejercer	   su	   función	   supresora,	  
genera	   la	   pregunta	   de	   si	   esta	  molécula	   interviene	   también	   en	   la	   diferenciación	   y	   homeostasis	   de	   las	  
células	  Treg.	  	  
En	  éste	  estudio	  se	  ha	  mostrado	  que	  CD69	  desempeña	  un	  papel	  clave	  en	  el	  desarrollo	  y	  la	  homeostasis	  
de	   Tregs.	   Utilizando	   un	  modelo	   genético	   combinado	   de	   animales	   reportero	   Foxp3-­‐mRFP+	   y	   CD69-­‐/-­‐	   y	  
aproximaciones	  experimentales	  para	  la	   inhibición	  genética	  de	  ambas	  moléculas	  CD69	  y	  miR-­‐155,	  se	  ha	  
demostrado	   que	   la	   activación	   de	   la	   vía	   CD69	   promueve	   la	   fosforilación	   de	   STAT5,	   la	   expresión	   de	  
BIC/miR-­‐155,	  y	  la	  inhibición	  SOCS1.	  El	  papel	  de	  CD69	  cómo	  regulador	  negativo	  de	  el	  sistema	  inmunitario,	  
ha	   sido	   un	   tema	   controvertido	   durante	   los	   últimos	   años	   (Gonzalez-­‐Amaro	   et	   al.,	   2013).	   Sin	   embargo,	  
estudios	  muy	  recientes	  realizados	  por	  grupos	  independientes	  muestran	  que	  CD69	  desempeña	  un	  papel	  
crucial	  en	  la	  función	  supresora	  de	  Tregs	  murinas	  y	  humanas,	  así	  como	  en	  la	  generación	  de	  células	  Treg	  
inducidas	   in	  vitro	  (Cortes	  et	  al.,	  2014;	  Lin	  et	  al.,	  2015;	  Radulovic	  et	  al.,	  2012;	  Wirnsberger	  et	  al.,	  2009).	  
Sin	  embargo,	  el	  papel	  específico	  de	  CD69	  en	  el	  desarrollo	  de	  las	  células	  Tregs	  en	  el	  timo	  hasta	  ahora	  no	  
se	  había	  explorado.	  
Uno	  de	  los	  factores	  importantes	  que	  han	  limitado	  el	  estudio	  del	  papel	  de	  CD69	  en	  la	  diferenciación	  de	  
las	  células	  Treg,	  es	  el	  hecho	  de	  la	  salida	  de	  los	  linfocitos	  de	  los	  órganos	  linfoides,	  y	  en	  particular	  del	  timo,	  
a	  la	  periferia	  (Feng	  et	  al.,	  2002;	  Matloubian	  et	  al.,	  2004;	  Nakayama	  et	  al.,	  2002;	  Weinreich	  and	  Hogquist,	  
2008).	  Aunque	  los	  procesos	  de	  selección	  de	  células	  T	  positivos	  y	  negativos	  del	  timo	  no	  se	  ven	  afectados	  
por	  la	  deficiencia	  de	  CD69	  (Lauzurica	  et	  al.,	  2000),	  esta	  molécula	  controla	  la	  salida	  de	  células	  T	  maduras	  
a	  la	  periferia	  mediante	  la	  regulación	  negativa	  de	  los	  receptores	  S1P1	  (Matloubian	  et	  al.,	  2004;	  Shiow	  et	  
al.,	  2006),	  por	   lo	  que	  se	  hace	  difícil	  analizar,	  qué	  parte	  de	   las	  diferencias	  observadas	  en	  el	  proceso	  de	  
desarrollo	  de	  las	  células	  tTreg	  se	  debe	  a	  la	  presencia	  o	  ausencia	  de	  CD69,	  o	  a	  una	  mayor	  migración	  de	  
células	   Treg	   maduras	   a	   la	   periferia,	   proceso	   mediado	   igualmente	   por	   CD69.	   En	   esta	   tesis,	   se	   ha	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conseguido	  salvar	  el	  obstáculo	  derivado	  de	  los	  diferentes	  potenciales	  migratorios	  de	  las	  células	  CD69+	  y	  
CD69-­‐,	  mediante	  la	  realización	  de	  cultivos	  FTOC	  con	  lóbulos	  de	  timo	  de	  ratones	  reportero	  Foxp3-­‐mRFP+,	  
y	  el	  estudio	  de	   la	  diferenciación	  de	   tTregs	  en	   ratones	  quiméricos.	  Se	  ha	  demostrado	  en	  ambos	  casos,	  
que	   la	   expresión	   de	   CD69	   es	   fundamental	   para	   el	   desarrollo	   de	   tTreg,	   ya	   que	   no	   se	   encuentran	   casi	  
células	  Treg	  en	  cultivos	  FTOC	  de	  timos	  embrionarios	  procedentes	  de	  animales	  CD69-­‐/-­‐	  o	  de	  animales	  WT	  
tratados	   con	   el	   anticuerpo	   2.2.	   En	   las	   quimeras	   mixtas	   de	   médula	   ósea,	   prácticamente	   no	   se	  
diferenciaron	  células	  Treg	  provenientes	  de	  precursores	  de	  CD69-­‐.	  En	  ambos	  sistemas,	  el	  número	  total	  de	  
células	   dentro	   del	   timo	   no	   cambió,	   mientras	   que	   las	   proporciones	   de	   tTregs	   originadas	   a	   partir	   de	  
precursores	   de	   CD69-­‐/-­‐	   estuvieron	   siempre	   disminuidas,	   lo	   que	   demuestra	   inequívocamente	   que	   éste	  
efecto	  no	  se	  debe	  a	  un	  comportamiento	  migratorio	  diferente,	  si	  no	  a	  una	  defecto	  en	  la	  diferenciación	  de	  
células	  Treg	  CD69-­‐.	  Se	  ha	  encontrado	  que	  pTregs	  Foxp3+	  también	  están	  disminuidas	  en	  el	  bazo	  y	  ganglios	  
linfáticos	   de	   ratones	   reportero	   Foxp3-­‐mRFP+/CD69-­‐/-­‐	   adultos	   en	   comparación	   con	   animales	   reportero	  
CD69+/+	   y	   CD69+/-­‐	   hermanos	   de	   camada.	   Además,	   las	   pTregs	   deficientes	   en	   CD69	   tienen	   su	   función	  
supresora	   defectuosa	   (Cortes	   et	   al.,	   2014).	   Por	   tanto,	   los	   defectos	   observados	   en	   los	   precursores	  
deficientes	  en	  CD69	  afectan	  tanto	  al	  desarrollo	  de	  tTreg	  cómo	  a	  la	  homeostasis	  de	  pTreg,	  lo	  que	  indica	  
de	   manera	   clara	   que	   los	   precursores	   que	   expresan	   CD69	   dan	   lugar	   a	   la	   población	   de	   pTreg	   CD69+	  
funcionalmente	   activas.	   En	   este	   sentido,	   existen	   diversos	   estudios	   que	   demuestran	   mediante	   dos	  
enfoques	   diferentes	   en	   ratones	   y	   un	   estudio	   en	   humanos,	   que	   la	   expresión	   de	   CD69	   en	   pTregs	   se	  
requiere	  para	  mantener	   la	   tolerancia	   inmunológica.	  La	  deficiencia	  de	  CD69	  en	  ratones	  compromete	   la	  
colitis	  inducida	  por	  linfocitos	  T	  y	  el	  establecimiento	  de	  tolerancia	  oral	  después	  de	  exposición	  a	  antígeno	  
(Radulovic	  et	  al.,	  2012);	  y	  las	  pTreg	  que	  expresan	  CD69+	  son	  esenciales	  para	  la	  prevención	  de	  reacciones	  
asmáticas	   a	   antígenos	   inofensivos	   (Cortes	   et	   al.,	   2014).	   Además,	   una	   población	   de	   Tregs	   CD69+	   en	   la	  
sangre	   de	   donantes	   humanos	   sanos,	   parece	   tener	   un	   importante	   papel	   inmuno-­‐regulador	   (Vitales-­‐
Noyola	  et	  al.,	  2015).	  
La	  molécula	   CD69	   interactúa	   con	   las	   proteínas	   Jak3/STAT5	   de	  manera	   independiente	   a	   la	   vía	   de	   IL-­‐2,	  
inhibiendo	   así	   las	   respuestas	   de	   Th17	   (Martin	   et	   al.,	   2010a)	   y	   controlando	   el	   potencial	   supresor	   de	  
pTregs	  (Cortes	  et	  al.,	  2014).	  La	  fosforilación	  de	  STAT5	  activa	  el	  factor	  de	  trascripción	  Foxp3,	  induciendo	  
el	   desarrollo	   de	   tTreg	   (Burchill	   et	   al.,	   2008).	   Además,	   Foxp3	   se	   une	   a	   un	   intrón	   dentro	   de	   la	   región	  
promotora	  del	  gen	  BIC,	   favoreciendo	   la	   trascripción	  de	  miR-­‐155	   (Zheng	  et	  al.,	  2007).	  Los	   ratones	  miR-­‐
155	  -­‐/-­‐	  y	  BIC-­‐/-­‐	  presentan	  un	  número	  de	  Treg	  Foxp3+,	  inferior	  a	  los	  niveles	  encontrados	  en	  el	  timo	  y	  en	  los	  
órganos	   linfoides	  secundarios	  de	  ratones	  WT,	   indicando	  un	  papel	  esencial	  de	  miR-­‐155	  en	  el	  desarrollo	  
de	  Treg	  Foxp3+	  (Kohlhaas	  et	  al.,	  2009;	  Lu	  et	  al.,	  2009).	  Se	  ha	  explorado	  la	  vía	  Jak3	  /STAT5	  por	  presentar	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puntos	  comunes	  con	  los	  mecanismos	  de	  activación	  mediados	  por	  CD69	  y	  por	  el	  miR-­‐155,	  pudiendo	  ser	  
ésta	  la	  responsable	  de	  los	  defectos	  observados	  en	  desarrollo	  de	  Treg	  en	  ratones	  deficientes	  en	  CD69.	  En	  
este	   estudio	   se	   ha	   encontrado	   una	   fuerte	   inhibición	   de	   la	   fosforilación	   STAT5	   en	   Treg	   Foxp3-­‐mRFP+	  
CD69-­‐	  en	  comparación	  tTregs	  CD69+.	  Además,	  los	  niveles	  de	  transcripción	  de	  BIC/miR-­‐155	  se	  reducen	  en	  
Treg	  Foxp3-­‐mRFP+	  CD69-­‐	  en	  concordancia	  con	  estos	  datos;	  la	  diana	  del	  miR-­‐155,	  SOCS1	  está	  up-­‐regulada	  
a	  nivel	  de	  mRNA	  y	  de	  proteína.	  En	  un	  modelo	  de	  ratón	  en	  el	  que	  se	  sobreexpresa	  SOCS1,	  disminuye	  la	  
fosforilación	  de	  STAT5	  y	  se	  reduce	  la	  proporción	  de	  timocitos	  Foxp3+	  a	  niveles	  similares	  a	  los	  observados	  
en	  ratones	  miR-­‐155-­‐/-­‐	  (Lu	  et	  al.,	  2009).	  El	  miR-­‐155	  inhibe	  la	  expresión	  de	  SOCS1,	  y	  favorece	  el	  desarrollo	  
de	   tTreg	   Foxp3+	   (Lu	   et	   al.,	   2009).	   Los	   resultados	   demuestran	   que	   la	   expresión	   de	   CD69	   favorece	   la	  
transcripción	   de	   BIC	   /miR-­‐155,	   inhibe	   la	   expresión	   de	   SOCS1,	   y	   mantiene	   activo	   el	   proceso	   de	  
diferenciación	   y	   función	   de	   las	   células	   Treg.	   Sin	   embargo,	   la	   señalización	  mediada	   por	   IL-­‐2R,	   también	  
activa	  la	  vía	  Jak3/STAT5.	  La	  expresión	  de	  Foxp3	  es	  dependiente	  de	  la	  señalización	  de	  IL-­‐2Rgc,	  ya	  que	  los	  
ratones	   Il2rg-­‐/-­‐	   no	   tienen	   células	   Foxp3+,	   aunque	   sí	   tienen	   una	   pequeña	   proporción	   de	   células	   Tregs	  
CD25+	   (Fontenot	   et	   al.,	   2005).	   Nuestro	   estudio	   demuestra	   que	   la	   diferenciación	   de	   las	   células	   iTreg	  
CD25+,	  se	  inhibe	  de	  igual	  manera	  en	  los	  cultivos	  procedentes	  de	  animales	  Il2rg-­‐/-­‐	  a	  los	  que	  se	  ha	  añadido	  
un	  inhibidor	  de	  Jak3,	  que	  en	  cultivos	  de	  ratones	  Il2rg-­‐/-­‐/CD69-­‐/-­‐,	  lo	  que	  indica	  que	  la	  activación	  de	  la	  vía	  
de	  señalización	  Jak3/STAT5	  a	  través	  de	  CD69	  es	  esencial	  para	  el	  desarrollo	  de	  las	  células	  Tregs.	  
La	   proteína	   CD69	   no	   aparece	   cómo	   diana	   de	   miR-­‐155	   en	   las	   diferentes	   bases	   de	   datos	   (PicTar,	  
Targetscan	   o	  miRanda	  miRNA	   base)	   que	   predicen	   posibles	   dianas	   de	   un	  microRNA	   en	   función	   de	   las	  
regiones	   3´	   UTR	   (untranslated	   region)	   de	   las	   diferentes	   proteínas.	   Además,	   no	   se	   ha	   encontrado	  
mediante	  un	  análisis	  in	  silico	  de	  la	  región	  3´UTR	  de	  CD69,	  ninguna	  secuencia	  a	  la	  que	  se	  pueda	  unir	  miR-­‐
155	  (Ziegler	  et	  al.,	  1994).	  Sin	  embargo,	  varios	  estudios	  han	  demostrado	  una	  relación,	  “no	  canónica”,	  en	  
términos	  miRNA–proteína	  diana,	  entre	  miR-­‐155	  y	  la	  proteína	  CD69.	  Experimentos	  con	  ratones	  MRL/lpr	  
en	  los	  que	  no	  se	  encuentran	  miRNAs,	  ya	  que	  son	  deficientes	  para	  la	  proteína	  Dicer,	  que	  interviene	  en	  el	  
procesamiento	  de	  pre-­‐miRNAs	  a	  miRNAs	  maduros.	  En	  estos	  ratones	  se	  encuentran	  niveles	  elevados	  de	  
miR-­‐155	   y	   también	   una	   mayor	   expresión	   de	   CD69	   (Divekar	   et	   al.,	   2011),	   lo	   que	   sugiere	   que	   existen	  
mecanismos	  independientes	  de	  Dicer	  para	  la	  generación	  de	  miRNAS.	  En	  otro	  estudio	  con	  animales	  Dicer-­‐
/-­‐,	  se	  encontró	  una	  mayor	  expresión	  de	  CD69	  después	  de	  la	  estimulación	  por	  TCR	  y	  una	  salida	  defectuosa	  
a	  órganos	  linfoides	  periféricos	  (Zang	  et	  al.,	  2010).	  Como	  se	  ha	  descrito	  anteriormente	  para	  CD69,	  Dicer	  
juega	  un	  papel	  clave	  en	  la	  diferenciación	  tTreg	  (Cobb	  et	  al.,	  2006)	  y	  la	  función	  Treg	  (Liston	  et	  al.,	  2008).	  
En	   este	   sentido,	   CD69	   se	   expresa	   en	   los	   linfocitos	   en	   estadios	   tempranos	   después	   de	   la	   estimulación	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TCR/CD3	  (Testi	  et	  al.,	  1989),	  y	  su	  cola	  citoplásmatica	  interactúa	  con	  moléculas	  Jak3/STAT5	  (Martin	  and	  
Sanchez-­‐Madrid,	   2011),	   activando	   la	   vía	   JaK3/STAT5	   en	   pTregs	   (Cortes	   et	   al.,	   2014)	   y	   tTregs	   y,	   por	   lo	  
tanto,	  inhibiendo	  la	  transcripción	  de	  SOCS1	  (Figura	  41).	  De	  forma	  similar,	  la	  señalización	  de	  IL-­‐2	  inducida	  
por	  TCR	  desencadena	  la	  señalización	  de	  STAT5	  y	  mejora	  la	  expresión	  de	  miR-­‐155	  dependiente	  de	  Foxp3,	  
limitando	  la	  expresión	  de	  SOCS1	  y	  promoviendo	  la	  homeostasis	  de	  Treg	  (Lu	  et	  al.,	  2009).	  Datos	  recientes	  
muestran	  que	  los	  microRNAs	  podrían	  regular	  diferentes	  tipos	  de	  funciones	  en	  las	  células,	  modulando	  la	  
expresión	  de	  diferentes	  genes	  diana	  en	  función	  del	  contexto	  biológico	  (Lu	  et	  al.,	  2015;	  Yin	  et	  al.,	  2008b).	  
Se	   analizó	   la	   expresión	   de	   miR-­‐155	   y	   SOCS1	   en	   ausencia	   de	   la	   activación	   mediada	   por	   la	   vía	   de	  
señalización	  Jak3-­‐STAT5	  a	  través	  de	  CD69	  en	  células	  iTreg,	  y	  se	  observó	  una	  	  disminución	  de	  la	  expresión	  
de	  miR-­‐155	  y	  una	  up-­‐regulación	  de	  SOCS1	  en	  iTreg	  CD69	  -­‐/-­‐	  en	  comparación	  con	  iTreg	  CD69+/+	  (Figura	  41).	  
Sin	  embargo,	   la	   inhibición	  de	   Jak3	  no	   contribuyó	  a	  disminuir	   la	  expresión	  de	  miR-­‐155,	   sugiriendo	  que	  
otros	  microRNAs	  y/o	  genes	  diana	  podrían	  estar	  implicados.	  
El	  análisis	  de	  los	  elementos	  de	  unión	  a	  STAT5	  de	  las	  secuencias	  promotoras	  BIC/miR-­‐155	  y	  CD69	  reveló	  
que	  eran	  estructuralmente	  similares,	  conteniendo	  cada	  uno	  dos	  elementos	  putativos	  de	  unión	  a	  STAT	  y	  
al	   elemento	   AP-­‐1	   delante	   de	   la	   caja	   TATA	   (Yin	   et	   al.,	   2008b).	   Además,	   se	   sabe	   que	   el	   factor	   de	  
transcripción	   AP-­‐1,	   altamente	   inducido	   después	   de	   la	   estimulación	   por	   TCR,	   regula	   la	   activación	   de	  
ambos	   promotores	   (Castellanos	   et	   al.,	   1997;	   Yin	   et	   al.,	   2008b).	   Esto	   sugiere	   que	   ambos	   promotores	  
pueden	   ser	   activados	   concurrentemente,	   en	   un	   bucle	   de	   retroalimentación	   positiva,	   por	   la	   vía	   de	  
activación	   TCR/CD3.	   En	   éste	   trabajo	   se	   ha	   demostrado	   que	   los	   ratones	   reportero	   Foxp3-­‐RFP+/CD69-­‐/-­‐	  
reducen	   drásticamente	   la	   población	   de	   células	   tTreg	   en	   el	   timo	   adulto.	   Las	   tTregs	   no	   pueden	  
desarrollarse	  adecuadamente	  en	  cultivos	  FTOC	  a	  partir	  de	  timos	  embrionarios	  CD69-­‐/-­‐	  o	  tratados	  con	  el	  
anticuerpo	   bloqueante	   de	   CD69	   (2.2),	   y	   son	   los	   precursores	   de	   médula	   ósea	   CD69-­‐/-­‐	   los	   que	   no	   son	  
capaces	  de	  desarrollar	  células	  Treg	  en	  quimeras	  de	  médula	  reconstituidas	  con	  una	  mezcla	   igualada	  de	  
precursosres	   CD69+/+	   y	   CD69-­‐/-­‐.	   Además,	   los	   datos	   in	   vitro	   confirman	   que	   la	   fosforilación	   de	   STAT5	   se	  
inhibe	   en	   tTregs	   deficientes	   en	   CD69	   y	   provoca	   la	   inhibición	   de	   la	   vía	   BIC/miR-­‐155,	   aumentando	   la	  
expresión	  de	  SOCS1	  y	  por	   lo	  tanto,	  disminuyendo	  el	  desarrollo	  de	  tTreg	  (Figura	  41).	   	  Estos	  datos	   junto	  
con	   los	   datos	   que	   muestran	   que	   la	   función	   supresora	   de	   Tregs	   está	   comprometida	   en	   ratones	  
deficientes	  en	  CD69	   (Cortes	  et	  al.,	  2014),	   indican	  que	  CD69	  es	  una	  molécula	  clave	  en	  el	  desarrollo	  de	  
Tregs	  Foxp3+	  CD69	  +	  en	  el	   timo,	  que	  darán	   lugar	  a	   la	  población	  de	  Treg	  de	   la	  periferia	   funcionalmente	  
activas.	  Todos	  estos	  datos	  posicionan	  a	  la	  molécula	  CD69	  en	  un	  papel	  esencial	  en	  el	  mantenimiento	  de	  
la	  homeostasis	  inmune,	  en	  procesos	  tanto	  fisiológicos	  como	  patológicos.	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Figura	   41.	   La	   diferenciación	  de	   las	   Tregs	   en	   el	   timo	   está	   regulada	  por	   CD69	   y	  miR-­‐155	  mediante	   un	   “positive	  
feedback	   loop”.	   La	  activación	  de	   la	  vía	   Jak3/STAT5	  mediada	  por	  CD69	  conduce	  a	   la	   fosforilación,	  dimerización	  e	  
internalización	  en	  el	  núcleo	  del	   factor	  de	  trascripción	  STAT5.	  Allí	   se	  une	  tanto	  al	  promotor	  de	  CD69	  como	  al	  del	  
miR-­‐155	  (BIC),	   favoreciendo	  la	  transcripción	  de	  ambas	  moléculas.	  La	  expresión	  del	  miR-­‐155	  propicia	   la	   inhibición	  
de	  la	  expresión	  de	  su	  diana	  SOCS1,	  manteniendo	  activada	  la	  vía	  Jak3/STAT5.	  Por	  lo	  que	  ambas	  moléculas	  CD69	  y	  
miR-­‐155	   actúan	   conjuntamente	   para	   mantener	   activada	   esta	   vía	   y,	   por	   lo	   tanto,	   la	   generación	   de	   células	   T	  
reguladoras	  en	  el	  timo.	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2.	  PAPEL	  DE	  CD69	  EN	  LA	  NEO-­‐VASCULARIZACIÓN	  POST-­‐ISQUEMIA	  
	  
2.1.	  PAPEL	  DE	  LA	  INMUNIDAD	  ADAPTATIVA	  Y	  DE	  LOS	  MIRNAS	  EN	  LA	  NEO-­‐ANGIOGÉNESIS	  
Las	  enfermedades	  cardiovasculares	  que	  cursan	  con	  isquemia,	  se	  encuentran	  entre	  las	  principales	  causas	  
de	  muerte	  en	  todo	  el	  mundo,	  y	  son	  cada	  vez	  un	  problema	  más	  frecuente	  en	  la	  sociedad,	  debido	  al	  estilo	  
de	  vida	  moderno	  y	  poco	  saludable.	  Aunque	  existen	  tratamientos	  para	  combatir	  los	  procesos	  patológicos	  
que	   cursan	   con	   isquemia	   en	   enfermedades	   cardiovasculares,	   el	   conocimiento	   de	   los	   procesos	   que	  
regulan	   este	   tipo	   de	   enfermedades,	   es	   necesario	   para	   prevenirlas	   y	   mejorar	   los	   tratamientos	   hasta	  
ahora	  existentes.	  
El	   sistema	   inmune	  está	   implicado	  en	  el	   daño/reparación	  de	   tejidos	   isquémicos	  en	  procesos	  mediados	  
tanto	  por	  la	  inmunidad	  innata	  como	  adquirida.	  El	  estudio	  de	  los	  factores	  que	  regulan	  los	  diferentes	  tipos	  
de	  respuesta	  inmune	  puede	  ser	  crítico	  para	  controlar	  los	  procesos	  de	  re-­‐vascularización	  post-­‐isquemia.	  	  
Diferentes	  estudios	  en	  animales	  con	  isquemia	  arterial,	  muestran	  que	  las	  células	  Th17	  y	  Tregs	  modulan	  la	  
neovascularización	  de	  un	  modo	  antagónico	   (Hata	  et	  al.,	  2011;	  Zouggari	  et	  al.,	  2009),	   lo	  que	   revela	  un	  
papel	  de	  estos	  tipos	  celulares	  en	  enfermedades	  vasculares	  como	  la	  enfermedad	  arterial	  periférica	  (PAD),	  
aunque	  los	  mecanismos	  que	  operan	  en	  esta	  regulación	  son	  completamente	  desconocidos.	  
CD69	  puede	   regular	  negativamente	   la	   respuesta	  Th17	   in	   vivo	   e	   in	   vitro	   (Martin	  et	  al.,	   2010a).	  En	  este	  
trabajo,	  y	  apoyando	  el	  papel	  de	  CD69	  como	  bloqueador	  temprano	  de	  la	  diferenciación	  Th17	  mediante	  
un	   mecanismo	   en	   el	   cual	   la	   rápida	   inducción	   de	   la	   molécula,	   seguida	   de	   la	   activación	   por	   antígeno,	  
modifica	  el	  destino	  de	  la	  diferenciación	  de	  la	  célula	  T	  y	  previene	  la	  polarización	  hacia	  linfocitos	  Th17,	  se	  
planteó	   conocer	   si	   CD69	   tiene	   algún	   papel	   en	   la	   neo-­‐vascularización	   post-­‐isquemia.	   Para	   ello	   se	   ha	  
utilizado	   el	   modelo	   Hindlimb	   Ischemia	   y	   animales	   BALB/c	   WT	   o	   deficientes	   en	   CD69,	   o	   quimeras	  
hematopoyéticas	  en	   las	  que	  el	  componente	   linfoide	  expresa	  diferencialmente	  CD69	  y	  el	  endotelio	  y	  el	  
componente	   mieloide	   es	   WT.	   Los	   resultados	   han	   demostrado	   que	   la	   ausencia	   de	   CD69	   en	   el	  
compartimento	  linfoide	  ralentiza	  el	  proceso	  de	  neo-­‐vascularización	  post-­‐isquemia.	  Estos	  datos	  coinciden	  
con	   el	   hecho	   de	   que	   CD69	   inhibe	   la	   función	   y	   diferenciación	   de	   las	   células	   Th17	   que,	   mediante	   la	  
secreción	   de	   TGF-­‐β	   y	   VEGF,	   favorecen	   la	   neo-­‐vascularización	   post-­‐isquemia	   (Hata	   et	   al.,	   2011).	   Se	   ha	  
comprobado	   también	   que	   los	   niveles	   de	   células	   Th17	   se	   elevan	   después	   de	   la	   isquemia	   en	   los	  
experimentos	   con	  animales	  BALB/c	   y	   en	  ambos	   tipos	  de	  quimeras	  hematopoyéticas	  utlilizadas,	   y	   esta	  
elevación	  de	  los	  niveles	  de	  células	  Th17,	  es	  mayor	  en	  los	  animales	  deficientes	  en	  CD69.	  En	  nuestro	  grupo	  
de	   investigación	   se	   ha	   relacionado	   el	   incremento	   de	   los	   niveles	   de	   células	   Th17	   con	   procesos	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inflamatorios	  que	  generan	  patologías	  cardiovasculares	  como	  la	  miocarditis	  autoinmune	  (Cruz-­‐Adalia	  et	  
al.,	  2010).	  Además,	  recientemente	  y	  también	  en	  el	  grupo,	  se	  ha	  relacionado	  el	  miR-­‐721	  (tesis	  doctoral	  
de	  Adela	  Matesán	  Marín,	  2015)	  con	  la	  miocarditis	  autoinmune,	  encontrándose	  este	  microRNA	  elevado	  
tanto	  en	  el	  suero	  como	  en	  el	  miocardio	  de	  ratones	  sometidos	  al	  proceso	  de	  miocarditis	  autoinmune,	  y	  
en	  el	  suero	  de	  pacientes	  con	  esta	  enfermedad.	  Recientemente,	  se	  ha	  sido	  descrito	  el	  papel	  de	  miR-­‐155	  
en	  el	  modelo	  animal	  de	  PAD.	  Este	  microRNA	  actúa	  de	  manera	  antagónica,	  como	  anti-­‐angiogénico	  y	  pro-­‐
arteriogénico	   durante	   procesos	   de	   neovascularización	   adaptativa	   (Pankratz	   et	   al.,	   2015).	   Este	   hecho	  
pone	  de	  manifiesto	   la	   influencia	  de	  miRNAs	  en	   la	  progresión	  de	  este	   tipo	  de	  enfermedades	  y	  subraya	  
que	  los	  mecanismos	  moleculares	  regulados	  por	   los	  miRNAs	  derivados	  del	  sistema	  inmunitario,	  pueden	  
regular	   el	   curso	   de	   las	   enfermedades	   cardiovasculares	   isquémicas.	   En	   el	   estudio	   que	   se	   ha	   llevado	   a	  
cabo	  así	  como	  en	  el	  modelo	  de	  PAD	  que	  se	  ha	  puesto	  a	  punto	  en	  el	   laboratorio,	  no	  se	  ha	  encontrado	  
ninguna	  variación	  de	  miR-­‐155	  durante	  el	  proceso	  de	  revascularización	  post-­‐isquemia.	  En	  cambio,	  sí	  se	  ha	  
observado	  una	   inducción	  de	  miR-­‐721	  que,	   como	  ocurre	  con	   la	  miocarditis	  autoinmune,	   se	  eleva	  en	  el	  
suero	  y	  músculo	   isquémico	  de	   los	  animales	  sometidos	  a	   isquemia	  en	   la	  extremidad	  posterior	  derecha.	  
Este	  hecho	  coincide	  con	  el	  incremento	  de	  los	  niveles	  de	  células	  Th17.	  Además,	  se	  ha	  observado	  que	  miR-­‐
721	  se	  mantiene	  elevado	  durante	  más	  tiempo	  y	  a	  niveles	  mayores	  en	  los	  animales	  deficientes	  en	  CD69,	  
y	   en	   las	  quimeras	  hematopoyéticas	  que	  no	  expresan	  CD69	  en	  el	   compartimento	   linfoide.	   Todas	  estas	  
enfermedades	  tienen	  en	  común	  el	  componente	  inflamatorio,	  que	  es	  regulado	  por	  células	  Th17	  y	  células	  
Treg	   (Ghoreschi	   et	   al.,	   2011).	   Esto	   permite	   que	   CD69	   sea	   un	   candidato	   factible	   para	   el	   estudio	   de	  
miRNAs	  relacionados	  con	  enfermedades	  cardiovasculares	  que	  cursan	  con	   isquemia.	  El	  miR-­‐721	  resulta	  
un	   candidato	   muy	   interesante	   a	   la	   hora	   de	   intervenir	   en	   los	   procesos	   de	   neo-­‐vascularización	   post-­‐
isquemia,	  ya	  que	  la	  única	  diana	  validada	  actualmente	  de	  este	  miRNA	  es	  la	  proteína	  Meox2	  (Pfaff	  et	  al.,	  
2011).	   Esta	   proteína	   está	   muy	   relacionada	   con	   procesos	   de	   angiogénesis	   o	   neo-­‐vascularización,	  
actuando	  como	  un	  regulador	  negativo	  de	   la	  misma	  (Douville	  et	  al.,	  2011;	  Patel	  et	  al.,	  2005;	  Wu	  et	  al.,	  
2010).	  La	  proteína	  Meox2	  pertenece	  a	  la	  familia	  de	  factores	  de	  transcripción	  con	  dominios	  Homeobox,	  
relacionándose	   este	   tipo	   de	   estructuras	   con	   la	   regulación	   de	   procesos	   fisiológicos	   y	   patológicos	  
relacionados	   con	   la	   vasculogénesis	   (Cantile	   et	   al.,	   2008).	   A	   esta	   familia	   de	   genes	   homeobox,	   también	  
pertenece	   la	   proteína	   CUX1,	   descrita	   como	   un	   regulador	   negativo	   de	   los	   procesos	   angiogénicos	  
tumorales.	   Su	   presencia	   se	   relaciona	   con	   una	   buena	   prognosis	   en	   determinados	   tumores	   de	   mama	  
(Vadnais	  et	   al.,	   2013),	   aunque	   también	   se	   la	   relaciona	   como	  un	   inhibidor	  negativo	  de	   la	   apoptosis	   en	  
cáncer	  de	  páncreas	  a	  través	  de	  la	  vía	  de	  PI3K/AKT,	  incrementando	  la	  agresividad	  de	  este	  tipo	  de	  tumores	  
(Ripka	  et	  al.,	  2010)R.	  Es	  interesante	  destacar	  que	  en	  los	  intrones	  3	  y	  4	  de	  CUX1,	  es	  donde	  se	  encuentra	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codificado	  miR-­‐721	   (miRNA	  data	  base).	  Aunque	   todavía	  no	  está	  descrito,	  es	   conocido	  que	   los	  miRNAs	  
suelen	   regular	   también	   la	   expresión	   de	   las	   proteínas	   en	   las	   que	   se	   encuentran	   codificados.	   En	   este	  
trabajo	  y	  debido	  a	  la	  relación	  de	  las	  proteínas	  con	  dominios	  homeobox	  con	  los	  procesos	  de	  angiogénesis	  
(Cantile	  et	  al.,	  2008),	  se	  ha	  analizado	  la	  expresión	  de	  ambas	  proteínas	  en	  los	  músculos	  de	  los	  animales	  
sometidos	  a	  isquemia	  de	  la	  extremidad	  posterior.	  Se	  ha	  encontrado	  que	  ambas	  proteínas	  se	  regulan	  de	  
forma	   opuesta	   a	   miR-­‐721,	   encontrándose	   elevadas	   en	   los	   músculos	   isquémicos	   de	   las	   quimeras	  
hematopoyéticas	   que	   expresan	   CD69,	   donde	   la	   expresión	   de	   miR-­‐721	   es	   prácticamente	   nula.	   Es	  
interesante	   destacar	   que	   en	   este	   tipo	   de	   quimeras,	   el	  músculo	   y	   el	   endotelio	   son	  WT,	   y	   la	   expresión	  
diferencial	  de	  CD69	  está	  determinada	  por	  las	  poblaciones	  mieloides	  y/o	  linfoides	  que	  se	  han	  generado	  
en	  estos	  animales	  después	  del	  proceso	  de	  reconstitución.	  Por	  tanto,	   la	  expresión	  de	  este	  miRNA	  en	  el	  
compartimento	   mieloide	   y/o	   linfoide	   de	   estos	   animales,	   estaría	   regulando	   la	   expresión	   en	   el	   tejido	  
endotelial	  y	  muscular	  de	  estas	  proteínas	  y,	  en	  definitiva,	   interviniendo	  en	  el	  proceso	  de	  angiogénesis.	  
Recientemente	  se	  ha	  demostrado	  en	  nuestro	  grupo	  de	   investigación	   (Tesis	  de	  Adela	  Matesanz,	  2015),	  
que	  miR-­‐721	  es	  secretado	  en	  la	  sangre	  por	  los	  linfocitos	  Th17	  que	  acuden	  a	  los	  focos	  de	  inflamación,	  lo	  
que	  podría	  permitir	  que	  este	  miRNA	  realizara	  sus	  funciones	  en	  las	  células	  diana	  del	  tejido	  dañado,	  hecho	  
que	  explicaría	  los	  resultados	  obtenidos	  con	  las	  quimeras	  hematopoyéticas.	  
En	  este	   trabajo	  y	  mediante	  técnicas	   inmunohistoquímicas,	  se	  ha	  encontrado	  una	  expresión	  diferencial	  
aumentada	  de	  la	  proteína	  Meox2	  en	  el	  endotelio	  de	  músculo	  isquémico	  de	  animales	  WT,	  con	  respecto	  a	  
los	  músculos	  de	  los	  animales	  deficientes	  en	  CD69,	  incluso	  en	  los	  músculos	  control	  que	  no	  habían	  sufrido	  
isquemia.	  Además,	  se	  ha	  comprobado	  en	  células	  endoteliales	  extraídas	  de	  animales	  WT	  y	  deficientes	  en	  
CD69,	  que	  miR-­‐721	  sólo	  se	  encuentra	  expresado	  en	  el	  endotelio	  de	   los	  animales	  deficientes	  en	  CD69.	  
Asimismo,	   Meox2,	   que	   es	   la	   diana	   de	   miR-­‐721,	   así	   como	   la	   diana	   putativa	   CUX1,	   se	   expresan	   en	  
condiciones	  basales	  en	  células	  endoteliales	  WT,	  mientras	  que	  en	  las	  células	  endoteliales	  deficientes	  en	  
CD69	  sólo	  se	  expresan	  en	  condiciones	  de	  estimulación,	  apoyando	  una	  regulación	  de	  estas	  moléculas	  en	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2.2	  ANALISIS	  BIOANALITICO	  DE	  LA	  MOLÉCULA	  CD69	  EN	  ANGIOGÉNESIS	  
Los	   procesos	   de	   regeneración	   vascular	   post-­‐isquemia	   son	  muy	   complejos	   y	   en	   ellos	   están	   implicadas	  
diferentes	  moléculas	  que	  incluyen	  proteínas,	  péptidos,	  miRNAS	  (Cantile	  et	  al.,	  2008;	  Gomez	  Sandoval	  et	  
al.,	  2013;	  Urbich	  et	  al.,	  2008a;	  Urbich	  et	  al.,	  2008b)	  y	  diferentes	  metabolitos	  tales	  como	  radicales	  libres	  
de	   oxígeno,	   óxido	   nítrico,	   etc.	   (Gomez	   Sandoval	   et	   al.,	   2013).	   Estas	   moléculas	   interaccionan	   con	  
diferentes	  tipos	  celulares	  y	  con	  el	  estroma	  extracellular,	  en	  función	  de	  la	  extensión	  de	  la	  zona	  dañada	  y	  
de	  las	  necesidades	  de	  aporte	  de	  oxígeno	  de	  los	  diferentes	  tejidos.	  Debido	  a	  la	  expresión	  diferencial	  de	  
las	  proteínas	  Meox2	  y	  CUX1	  que	  se	  han	  encontrado	  en	  las	  células	  endoteliales	  de	  animales	  deficientes	  
en	   CD69	   en	   condiciones	   basales,	   y	   a	   datos	   preliminaries	   de	   nuestro	   grupo	   que	   indican	   que	   CD69	   se	  
expresa	   en	   el	   endotelio	   activado,	   se	   planteó	   la	   necesidad	   de	   conocer	   mejor	   las	   proteínas	  
diferencialmente	  expresadas	  en	   las	   células	   endoteliales	  de	  animales	  WT	  o	  deficientes	  en	  CD69	  en	   los	  
experimentos	   con	   BABL/c	   donde	   el	   gen	   está	   delecionado	   en	   todos	   los	   tejidos.	   El	   objetivo	   fue	  
comprender	  mejor	   los	  procesos	  de	  neovascualrización	  post-­‐isquemia	  que	  están	  ocurriendo	  de	  manera	  
diferente	  en	  estos	  animales,	   y	   así	   poder	  evaluar	   la	   influencia	  de	  CD69	  en	   la	  neo-­‐vascularización	  post-­‐
isquemia,	  bien	  como	  molécula	  inmuno-­‐reguladora	  de	  la	  inflamación	  o	  como	  proteína	  que	  interviene	  en	  
determinados	   procesos	   celulares	   que	   conducen	   a	   una	   ralentización	   de	   la	   angiogénesis.	   Para	   abordar	  
este	  reto	  y	  debido	  a	  la	  complejidad	  de	  los	  mecanismos	  que	  rigen	  la	  angiogénesis,	  se	  consideró	  necesario	  
un	   abordaje	   experimental	   que	   permitiera	   conocer	   procesos	   complicados	   desde	   el	   punto	   de	   vista	  
biológico,	   en	   los	   que	   es	   necesario	   coordinar	   una	   plétora	   de	   diferentes	   tipos	   celulares	   y	  mecanismos	  
moleculares,	  de	  manera	  amplia	  y	  ordenada,	  para	  poder	  comprender	  mejor	  lo	  que	  está	  ocurriendo	  en	  los	  
procesos	  de	  formación	  de	  nuevos	  vasos.	  Con	  este	  fin,	  se	  utilizó	   la	  técnica	  de	  espectrometría	  de	  masas	  
biológica	  al	  ser	  una	  técnica	  con	  una	  alta	  sensibilidad	  y	  robustez,	  lo	  que	  le	  confiere	  un	  gran	  potencial	  para	  
responder	   a	   las	   incógnitas	   derivadas	   de	   la	   complejidad	   y	   dinámica	   de	   los	   procesos	   angiogénicos	  
(Hernandez-­‐Fernaud,	   2013;	   Zanivan	   et	   al.,	   2012).	   En	   este	   trabajo	   se	   ha	   utilizado	   la	   aproximación	  
proteómica	  SILAC,	  al	  permitir	  realizar	  un	  análisis	  no	  dirigido	  y	  de	  alta	  exactitud	  (Lopez	  Heras,	  2014).	  
Los	   datos	   obtenidos	   con	   este	   abordaje	   experimental,	   han	   permitido	   proponer	   algunas	   hipótesis	   que	  
muestran	   cómo	   CD69	   interviene	   en	   los	   procesos	   de	   angiogénesis.	   La	   proteína	   Rho	   GDP-­‐disociation	  
inhibitor	  1	  Rho	  GDI	  1,	  upregulada	  en	   los	  animales	  deficientes	  en	  CD69,	  a	   través	  de	   la	   regulación	  de	   la	  
actividad	   de	   las	   GTPasas	   RhoA/ROCK1	   (Leffers	   et	   al.,	   1993),	   es	   capaz	   de	   activar	   la	   vía	   PI3K/AKT	   y	  
favorecer	   procesos	   angiogénicos	   mediados	   por	   diferentes	   mecanismos.	   Por	   ejemplo,	   a	   través	   del	  
incremento	  de	   la	  expresión	  de	   la	  proteína	  HIF1-­‐α,	  que	  se	  upregula	  por	   los	  procesos	  de	  hipoxia	  que	  se	  
generan	   en	   la	   isquemia	   (Schroedl	   et	   al.,	   2002).	   HIF1-­‐α	   se	   ha	   relacionado	   recientemente	   con	   CD69	   a	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través	   del	   receptor	   S1P1,	   el	   cual	   interviene	   en	   la	   regulación	   de	   la	   hipoxia	   producida	   durante	   el	  
crecimiento	   tumoral.	   (Labiano	   and	   I.,	   	   2017).	   También	   relacionado	   con	   la	   activación	   de	   la	   vía	  
PI3K/AKT/mTORc	  y	  el	  proceso	  de	  angiogénesis,	  se	  encontró	  la	  proteína	  endoglina	  (Lee	  et	  al.,	  2012),	  up-­‐
regulada	  en	  el	  tejido	  isquémico	  de	  los	  animales	  CD69-­‐/-­‐.	  La	  endoglina	  interacciona	  con	  la	  proteína	  Zyxin,	  
upregulada	   también	   en	   las	   MLEC	   procedentes	   de	   animales	   CD69-­‐/-­‐,	   siendo	   capaz	   de	   regular	   la	  
organización	  del	  citoesqueleto	  y	  permitiendo	   la	   interacción	  de	  PI3K	  y	  AKT,	  activando	  así	  el	  proceso	  de	  
angiogénesis	   (Sanz-­‐Rodriguez	   et	   al.,	   2004).	   La	   proteína	   Zyxin	   es	   una	   proteína	   con	   dominios	   LIM,	   las	  
proteínas	   con	   este	   tipo	   de	   estructura	   son	   proteínas	   adaptadoras	   que	   sirven	   de	   enlace	   entre	   los	  
diferentes	   compartimentos	   celulares	   mediante	   su	   interacción	   con	   el	   citoesqueleto,	   permitiendo	   la	  
movilización	  e	   interacción	  de	  proteínas	   (Kadrmas	  and	  Beckerle,	  2004).	   También	   se	  ha	  encontrado	  up-­‐
regulada	  en	  las	  MLEC	  CD69-­‐/-­‐	  la	  proteína	  PDZ	  LIM	  domain	  protein	  1,	  cuya	  actividad	  está	  controlada	  por	  la	  
proteína	  ROCK1	  (Montalvo	  et	  al.,	  2013),	  que	  se	  encuentra	  inactiva	  en	  el	  tejido	  isquémico	  de	  los	  animales	  
CD69-­‐/-­‐.	   Esta	   proteína	   PDZ	   LIM	   domain	   protein	   1	   es	   capaz	   de	   interaccionar	   con	   la	   endoglina,	  
manteniendo	  fijado	  en	  la	  membrana	  a	  PI3P,	  favoreciendo	  así	  su	  interacción	  con	  AKT	  (Lee	  et	  al.,	  2012).	  
Por	  otro	   lado,	   las	  proteínas	  Zyxin	  y	  PDZ	  LIM	  domain	  protein	  1	  a	  través	  de	  sus	  dominios,	   interaccionan	  
con	  los	  receptores	  de	  tipo	  efrina	  favoreciendo	  la	  angiogénesis	  mediante	  el	  reclutamiento	  de	  receptores	  
VEGF	  (Lisabeth	  et	  al.,	  2013).	  
Otras	  proteínas	  que	  presentan	  dominios	  LIM	  son	  los	  factores	  de	  transcripción	  tipo	  homeobox,	  Meox2	  y	  
CUX1,	  aunque	  en	  este	  caso,	  este	  tipo	  de	  dominios	  están	  más	  implicados	  en	  la	  comunicación,	  mediante	  
el	  citoesqueleto,	  entre	  el	  citoplasma	  celular	  y	  el	  núcleo,	  para	  promover	  así	  la	  expresión	  de	  determinados	  
tipos	  de	  genes.	  Resulta	  interesante	  ver	  cómo	  este	  tipo	  de	  dominios	  juega	  un	  papel	  tan	  importante	  en	  los	  
diferentes	  aspectos	  que	   regulan	   la	  angiogénesis,	   ya	   sea	   favoreciendo	   interacciones	  de	  proteínas	  en	  el	  
citoplasma	  celular	  o	  interviniendo	  en	  la	  expresión	  de	  determinados	  tipos	  de	  genes.	  
Las	  proteínas	  desreguladas	  que	  se	  han	  identificado	  en	  este	  trabajo,	  son	  sólo	  una	  pequeña	  parte	  de	  las	  
que	  nos	  ha	  proporcionado	  el	  experimento	  SILAC,	  pero	  constituyen	  un	  cluster	  muy	  compacto	  en	  el	  que	  se	  
relaciona	  la	  mayor	  revascularización	  de	  los	  animales	  CD69-­‐/-­‐	  con	  la	  activación	  de	  la	  vía	  AKT/PI3K/mTORc,	  
y	  con	  cambios	  celulares	  mediados	  por	  las	  proteínas	  con	  dominios	  LIM.	  	  
En	  definitiva,	  el	  papel	  de	  CD69	  en	   los	  proceso	  de	  angiogénesis	  se	  debe	  a	  dos	  contribuciones	  distintas:	  
Por	  un	  lado	  está	   la	   implicación	  del	  sistema	  inmune	  mediante	  el	  papel	  de	  esta	  proteína	  en	  la	  función	  y	  
diferenciación	  de	  los	  linfocitos	  Th17	  y	  en	  los	  miRNAs	  producidos	  por	  estas	  células;	  y	  otro	  aspecto	  menos	  
explorado,	  que	  se	  refiere	  al	  endotelio	  diferencial	  que	  presentan	  los	  animales	  CD69+/+	  y	  CD69-­‐/-­‐.	  En	  este	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punto	   los	   resultados	  del	  experimento	  SILAC	  abren	  un	  campo	  de	  estudio	  muy	  amplio,	   y	  que	   se	  espera	  
que	  pueda	  contribuir	  a	  dilucidar	  el	  papel	  de	  CD69	  en	  la	  neovascularización	  post-­‐isquemia.	  Este	  proceso	  
parece	  estar	  íntimamente	  relacionado	  con	  cambios	  en	  el	  citoesqueleto	  y	  en	  el	  tráfico	  celular,	  ya	  que	  la	  
mayor	  parte	  de	  las	  proteínas	  diferencialmente	  expresadas	  que	  se	  han	  encontrado	  en	  este	  experimento,	  




Figura	  42.	  Esquema	  del	  papel	  de	  CD69	  en	  la	  activación	  endotelial.	  (1)	  La	  proteína	  Rho	  GDP	  dissociation	  inhibition	  
1	   Rho	   GDI	   1	   inhibe	   la	   fosforilación	   de	   la	   quinasa	   RhoA,	   que	   se	   inactiva	   y	   se	   degrada	   en	   el	   citoplasma.	   (2)	   La	  
inactivación	  de	  la	  proteína	  Rho1,	  impide	  la	  activación	  de	  la	  kinasa	  ROCK1,	  que	  se	  acumula	  en	  el	  citoplasma	  en	  un	  
pool	   inactivo.	  (3)	  La	   inactivación	  de	  ROCK1	  favorece	  que	   las	  PDZ-­‐LIM	  Domain	  Kinasas	   (LIMK),	  esten	  activas	  en	  el	  
citoplasma.	   (4)	   La	   LIMK	   activa	   favorece	   que	   el	   receptor	   tipo	   efrina	   promueva,	   a	   través	   del	   citoesquelto,	   el	  
reclutamiento	  de	  receptors	  de	  VEGF,	  que	  favorecen	  el	  proceso	  de	  angiogénesis.	  (5)	  y	  (6)	  La	  endoglina	  mediante	  su	  
interacción	  con	  la	  proteína	  LIM	  domain	  Zyxin	  o	  con	  la	  proteína	  LIMK,	  mantiene	  unido	  al	  Fosfatidil	  Inositol	  3	  P	  (PI3K)	  
a	   la	   membrana	   celular,	   manteniendo	   activada	   la	   vía	   de	   AKT/mTORc	   y	   favoreciendo	   la	   angiogénesis.	   (7)	   La	  
activación	   de	   la	   vía	   de	   AKT/mTORC,	   incrementa	   la	   expression	   de	   la	   proteína	   HIF1α,	   implicada	   también	   en	   el	  
proceso	  de	  neo-­‐vascularización	  post-­‐isquemia.	  (8)	  El	  receptor	  S1P1	  up-­‐regulado	  en	  los	  animales	  CD69-­‐/-­‐	  favorece	  la	  
activación	   de	   la	   ruta	   AKT/mTORc	   y	   el	   incremento	   de	   expresión	   de	   la	   proteína	   HIF1α.	   (9)	   miR-­‐721	   inhibe	   la	  
expresión	  de	  su	  diana	  Meox2,	  favoreciendo	  la	  angiogénesis	  mediante	  la	  activación	  de	  la	  vía	  de	  NFКB.	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V.	  CONCLUSIONES	  
1.	   La	   expresión	   de	   CD69	   regula	   la	   respuesta	   Th17	   en	   procesos	   fibro-­‐proliferativos	   controlando	   la	   fibrosis	   en	   un	  
modelo	  de	  diálisis	  peritoneal.	  
2.	  El	  antígeno	  CD69	  es	  una	  molécula	  clave	  en	  la	  prevención	  del	  desarrollo	  de	  la	  inflamación,	  mediante	  el	  control	  de	  
la	  función	  supresora	  de	  las	  células	  T	  reguladoras.	  
3.	  La	  población	  de	  células	  T	  reguladoras	  CD69+	  es	  fundamental	  para	  el	  mantenimiento	  de	  la	  homeostasis	  inmune	  y	  
la	  regulación	  de	  las	  respuestas	  inflamatorias	  y	  autoinmunes	  mediadas	  por	  las	  células	  Th17.	  
4.	  La	  proteína	  CD69	  es	  una	  molécula	  clave	  en	  el	  desarrollo	  de	  las	  células	  T	  reguladoras	  Foxp3+	  CD69+	  en	  el	  timo,	  
que	  darán	  lugar	  a	  la	  población	  de	  células	  T	  reguladoras	  periféricas	  con	  capacidad	  supresora.	  	  
5.	  El	  mecanismo	  molecular	  que	  regula	   la	  diferenciación	  de	  las	  células	  T	  reguladoras	  en	  el	  timo	  está	  mediado	  por	  
CD69	  y	  miR-­‐155	  mediante	  un	  bucle	  de	  retroalimentación	  positivo.	  
6.	   La	  molécula	   CD69	   interviene	   en	   el	   proceso	   de	   neo-­‐vascularización	   post-­‐isquemia	  mediante	   la	   regulación	   del	  
balance	  Th17/Treg.	  
7.	  El	  microRNA-­‐721,	  inducido	  tras	  la	  isquemia	  por	  las	  células	  Th17,	  promueve	  la	  neo-­‐vascularización	  post-­‐isquemia	  
mediante	  la	  inhibición	  de	  la	  expresión	  de	  su	  diana	  Meox2.	  
8.	  Los	  resultados	  obtenidos	  mediante	  el	  análisis	  proteómico	  SILAC,	  indican	  claras	  diferencias	  entre	  el	  endotelio	  de	  
los	   animales	   CD69+/+	   y	   el	   endotelio	   de	   animales	   CD69-­‐/-­‐.	   Encontrando	   diferencialmente	   expresadas	   proteínas	  
relacionadas	  con	  el	  citoesqueleto	  y	  el	  tráfico	  celular,	  que	  intervienen	  en	  la	  regulación	  de	  la	  angiogénesis.	  
9.	   Las	   proteínas	   adaptadoras	   con	   dominios	   LIM,	   inducidas	   en	   el	   endotelio	   deficiente	   en	   CD69,	   favorecen	  
modificaciones	   en	   el	   citoesqueleto	   celular	   y	   el	   proceso	   de	   neo-­‐vascularización	   post-­‐isquemia	   mediante	   la	  
activación	  de	  la	  vía	  PI3K/AKT/mTORc	  y	  la	  regulación	  de	  HIF-­‐1a.	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of the toxicity induced by metallic
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The increasing use of metallic nanoparticles (MNPs) in a wide variety of applications has led to an urgent need to evaluate the
impact of these new materials on human health and the environment. To date, the potential toxicity of MNPs and their interaction
mechanisms with cells and living organisms have not been fully addressed.
In this article, we discuss the different bioanalytical strategies that have been used for this purpose. We consider different
methods aiming to evaluate cellular uptake and localization in cells and tissues, and in-vitro methods for the study of the toxicity
induced by MNPs, considering different toxicity markers and high-throughput approaches for the identification of specific targets
involved in the cell-MNP interaction. We also discuss special strategies related to the use of animal models to assess in-vivo
toxicity of MNPs.
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2541. Introduction
Nanoparticles (NPs) have received great
attention for their use and applicability in
many new consumer products. A recent
estimate suggests that more than 1000
NP-containing consumer products are
currently on the market. In addition, their
ability to advance science with novel
analytical and medical tools also makes
them relevant to physical and life sciences
[1].
NPs are generally defined as particles
with at least one dimension of 1–100 nm.
This smaller size gives them unique prop-
erties, especially because their specific
surface area is larger and their reactivity is
increased or different compared to bulk
materials. These specific features are often
linked with a potential toxicity [2]. Among
the different kinds of NPs, metallic NPs
(MNPs) are particularly used in many
applications. The products and the appli-
cations of MNPs include electronics,0165-9936/$ - see front matter ª 2012 Elsevier Ltd. All rightsoptics, textiles, medical applications, cos-
metics, food packaging, water-treatment
technology, fuel cells, catalysts, biosensors
and agents for environmental remediation
[3,4]. As a result of these applications,
exposure of MNPs to the environment and
humans is becoming increasingly wide-
spread. Consequently, different metals in
the form of MNPs have gained increasing
access to tissues, cells and biological mol-
ecules within the human body [5]. Human
exposure to MNPs is most likely to occur
during manufacturing processes, but
inhalation of MNPs released to the atmo-
sphere, ingestion of water or food con-
taining MNPs and dermal exposure from
various sources (e.g., body lotions and
sunscreens) are possible [6].
To date, the impact of exposure to MNPs
on human health and the environment
has not been fully assessed [7]. Research
efforts to assess the toxic potential of MNPs
have presented some serious, far-reaching
challenges and there remains an urgentreserved. doi:http://dx.doi.org/10.1016/j.trac.2012.11.004
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that the risk of MNPs can be assessed [8].
Chemical composition, shape, size, stability, surface
coating, functionalization and purity of MNPs are essen-
tial aspects for not only applications but also potential
toxicity [9]. Particle chemistry is especially relevant;
depending on their chemistry, NPs can show different
cellular uptake and ability to catalyze the production of
reactive oxygen species, which is directly related to tox-
icity [10]. Many studies have also suggested the impor-
tance of shape and crystallographic phase when
evaluating the toxicity induced by MNPs [3,11]. Uptake
and cellular distribution of NPs are greatly influenced by
their size. It has been demonstrated that cellular inter-
nalization is more pronounced for smaller NPs as com-
pared to equivalent larger NPs at the same dose [12]. In
addition, smaller MNPs show greater reactivity because of
their larger surface area [2]. Aggregation of MNPs mainly
depends on surface charge, material type and size. The
formation of MNP aggregates affects the degree of cell
internalization and thus modifies the potential toxic effect
[13]. It is also crucial to consider surface modification of
NPs by proteins or ions present in the culture media or
when using metals, organic molecules or polymers as
surface coatings [12–14]. These modifications can dra-
matically change the physicochemical properties of
MNPs, including their magnetic, electric, and optical
properties and their chemical reactivity [15].
In order to correlate any toxic reaction with MNP
type, it is indispensable to investigate if the NPs are at-
tached to the cell surface or if they enter cells. If NPs are
found in cells, their localization in different compart-
ments (e.g., endosomes, lysosomes, mitochondria,
nucleus or citosol) may also provide some answers
regarding their potential toxicity [16]. It is also very
important for understanding the complex processes that
govern cellular uptake and intracellular fate of MNPs
[17]. Finally, in-vivo studies are also needed to design
specific, safe clinical trials to develop new strategies for
applications of MNPs and also to evaluate their risk to
the environment [18].
In this review, we present different analytical and
bioanalytical strategies to study the interaction of MNPs
with cells and living organisms in order to assess their
potential toxicity. We start by discussing different op-
tions to evaluate cellular uptake and localization of
MNPs by using atomic techniques and imaging ap-
proaches. We also review in-vitro assays to study the
interaction of cells with MNPs considering those that
aim to evaluate specific cellular pathways or cellular
responses to MNP exposure and those based on high-
throughput discovery platforms focused on identifying
particular targets (genes and/or proteins) involved in the
cell-MNP interaction. Finally, we review considerations
about in-vivo assays depending on the different animal
models that have been used to date.2. Cellular uptake and localization of MNPs
When studying the interaction of MNPs with living
organisms and cells, one of the key aspects is the eval-
uation of the cellular uptake and the localization of the
MNPs within the cells and tissues. The quantification of
MNPs and ions released from them is mainly carried out
by sensitive analytical techniques [e.g., inductively
coupled plasma-mass spectrometry (ICP-MS)] while
localization, which requires spatial resolution analysis, is
generally performed by different microscopic techniques.
2.1. Quantification of NPs and ions released from NPs
using spectrometric techniques
ICP sources are regarded as excellent tools for elemental
analysis. Many authors have used techniques based on
ICP in order to provide a quantitative analysis of the
uptake of MNPs in different organisms [19]. ICP-MS
provides high sensitivity and robustness for quantifying
metal composition in a large variety of samples. Christen
and Fent used an ICP-MS equipped with an octopole
reaction system to minimize possible interferences, and
confirmed that the cytotoxicity induced by Ag-doped
SiO2 NPs was caused by Ag ions released from the NPs
[7].
Other detectors have also been coupled to an ICP
source for this purpose. The use of ICP with optical
emission spectroscopy detection (ICP-OES) has been
employed to perform cadmium analysis as an indication
of the concentration of CdSe/ZnS quantum-dot (QD) NPs
in plasma and organs of Daphnia magna after 48 h of
exposure [20]. The impact of three metal-oxide NPs
(nonporous SiO2, mesoporous SiO2 and anatase TiO2
NPs) on the immune response of mast cells was evalu-
ated using ICP-OES, showing that the cell-NP interaction
depended on the chemically-modified surface of the NPs
[21].
However, the direct analysis of MNPs using ICP as
ionization source presents some drawbacks due to the
limited availability of commercial standards for MNPs
and the low nebulization efficiency. This technique is
able to ionize and to atomize spherical NPs of 5–25 nm
in aqueous and organic solutions [22]. However, MNP
aggregates might not be effectively ionized in the plasma,
and that can result in lower recoveries. In these cases of
low ionization efficiency, electro-thermal vaporization
(ETV) should be considered as an alternative sample-
introduction system because it allows pre-digestion of
the MNPs [23,24].
Another problem that has to be considered is the po-
tential adsorption of the MNPs on the sample-introduc-
tion system, which can complicate the quantification of
MNPs in real samples [25]. Thus, it is important to carry
out a previous digestion, using a combination of acids
and high temperature [26], to determine the total metal
concentration of the tested element. In this way, thehttp://www.elsevier.com/locate/trac 255
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opsis thaliana plants exposed to CdSe/ZnS QDs. Leaves
and roots were thoroughly rinsed with Milli-Q water to
remove material that was not adsorbed or integrated by
the plant. The tissues were digested in concentrated ni-
tric acid and 30% hydrogen peroxide (4:1) for 2 h using
a hot plate [27]. Conventional digestion procedures can
be very time consuming so the use of microwaves can
minimize the time required for sample treatment. In
addition, a closed microwave-digestion vessel might
lower the risk of analyte losses compared to open
digestion. The accumulation of TiO2 NPs was observed
in lung tissue of Wistar rats after analysis of the levels of
Ti by digesting the sample with nitric acid and hydrogen
peroxide prior to double-focusing (DF)-ICP-MS detection
[28]. Differences between the bioaccumulation of Ag NPs
and Ag microparticles in rat brain microvessel vascular
endothelial cells (BMVECs) were evaluated by acid
digestion with nitric acid prior to the analysis with ICP-
MS. This study demonstrated that Ag NPs accumulate in
cells more easily than microparticles [29].
Analytical methods based on acid digestion offer the
possibility to reduce the matrix effects due to eliminating
biological components present in the sample or stabiliz-
ing agents employed to avoid NP aggregation. However,
this procedure makes it impossible to distinguish be-
tween metal species (MNPs taken up by the organism
and other metal species). An alternative to digestion of
solid samples is the use of ultrasound. The use of ultra-
sound-assisted extraction is a very promising method-
ology for metal species and MNPs. In addition, ultrasonic
energy breaks up MNP aggregates [30]. However, as in
digestion procedures, the chemical form of MNPs might
alter due to the use of basic or acid solutions in the
extractant. Using this approach, total Ti concentration
was determined in fibroblasts exposed to TiO2 NPs after
sonication of trypsinized cells in an ultrasonic bath for
30 min [11].
Other techniques include furnace atomic absorption
spectrometry (FAAS), used to determine the total Ag
content in harvested THP-1 cells prior to acid digestion
in 69% HNO3 [31], or graphite furnace AAS (GF-AAS)
[13], which are alternatives to ICP-based techniques.
Despite the numerous advantages offered by ICP-MS
and other atomic techniques, it is important to empha-
size that this technique by itself is unable to differentiate
between metal species (e.g., MNPs or ions). Such differ-
entiation requires previous treatments (e.g., filtration,
centrifugation and sedimentation) that allow isolation of
MNPs from solutions, or otherwise, the use of a separa-
tion technique coupled to the ICP-MS. Separation tech-
niques [e.g., liquid chromatography (LC) or field-flow
fractionation (FFF)] coupled to ICP-MS are among the
most promising approaches. In this way, size-exclusion
chromatography (SEC) columns and hydrodynamic
chromatography (HDC) have been described in the256 http://www.elsevier.com/locate/tracliterature as alternatives to separate MNPs of 10–80 nm
[32,33].
Currently, FFF is a promising method for size separa-
tion of natural and engineered NPs, providing a wide
dynamic range. Although an ultraviolet (UV) detector is
the most common system used in combination with FFF,
elemental information can be obtained by combining
FFF with ICP-MS. One of the main advantages of FFF-
ICP-MS is not only the possibility for multiple elemental
detection, but also the higher sensitivity achieved (in the
ng/L range) compared to UV detection. To provide
complementary information, the FFF can also be coupled
to a multi-angle light scattering (MAL) for particle-size
characterization. The two FFF principles mainly used are
sedimentation FFF (SedFFF) and the asymmetric flow
FFF (AF4). SedFFF-ICP-OES has been employed to study
size-based elemental distribution of air particles and
MNPs (e.g., Al, Ti and Fe) [34].
In recent investigations about the toxicity of TiO2
present in sunscreen products and the influence of
polymer-coated CdSe/ZnS QDs to Daphnia magna, on-line
FFF-ICP-MS was applied to characterize the particle size
and the composition of MNPs [20,35]. In spite of the
promising results obtained so far, there are still some
aspects that require further investigation (e.g., problems
related to membrane-particle interaction, the different
behavior of MNPs according to their chemical structure,
and the influence of eluents during the separation step,
which can lead to erroneous size information and neg-
atively affect recovery rates).
2.2. Determining the stability of MNPs
The aggregation state of MNPs is a crucial factor for
experimentally assessing their toxic activity. In in-vitro
studies, the influence of biological components present in
the culture media on MNPs has been evaluated on many
occasions (e.g., serum proteins, antibiotics, vitamins,
and electrolytes may interact with MNPs to change their
physicochemical properties and aggregation state. While
serum proteins may absorb onto the surfaces of MNPs,
changing their size and surface chemistry, the presence
of electrolytes and the high ionic strength of the culture
media may alter their aggregation state).
Due to the dimensions of MNPs, detection and char-
acterization of MNPs is generally performed by micro-
scopic techniques. Scanning electron microscopy (SEM),
transmission EM (TEM) and atomic force microscopy
(AFM) are the most commonly used techniques to
visualize MNPs and their features, including aggregation
state, dispersion, sorption and particle size.
Before evaluating the toxicity of Ag NPs in different
cell lines, Mukherjee et al. used TEM and SEM to deter-
mine the stability of Ag NPs and their possible interac-
tion with the culture media [5]. The aggregation state of
Ag NPs was also studied by Oukarroum et al., whose
TEM images showed an increase in the diameter of the
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of green algae [36]. Although TEM images provide useful
information about the morphology and the aggregation
state of MNPs, these images might not completely rep-
resent the morphology of the MNPs under the real
experimental conditions because TEM images are
acquired on dried samples.
As an alternative, dynamic light scattering (DLS) can
be combined with TEM, thus allowing the analysis of the
MNPs in solution. The characterization of stable mono-
disperse and aggregated Si NPs by TEM and DLS was
carried out to study the effect of these MNPs on macro-
phages and fibroblasts. The DLS results demonstrated
that the mean hydrodynamic diameter of particles in-
creased from 25 nm to 183 nm [2]. The analysis of Au
NPs, synthesized in citrate media as reducing agent, by
DLS revealed that the surfaces of the NPs were covered
by citrate. As mentioned above, proteins and other bio-
logical molecules may bind to the surface of the MNPs.
The absorption spectra of Au NPs in solution showed
that not only were the Au NPs covered by citrate, but
also proteins or lipids were adsorbed onto their surface
[37].
2.3. Localization of MNPs into cells and living
organisms using microscopic techniques
TEM is also considered an appropriate technique to dis-
criminate between MNPs localized inside cells and tissues
from those that are only externally attached. Obtaining
reliable information about the intracellular localization
of MNPs is important to establish NP-cell interactions. It
is known that smaller NPs can enter more easily into
cells than larger ones [38], which might explain the
higher toxicity of smaller MNPs.
When it comes to design a protocol for TEM, it is
very important to select the most suitable fixing agent.
The most common fixings are aldehydes (glutaralde-
hyde and formaldehyde) and osmium tetroxide. Alde-
hydes react with amines and amino acids (lysine and
arginine), generating cross-linked proteins, which pre-
serve cellular structure. However, these fixing agents
do not react with most lipids of the cellular membrane,
leading to problems during fixing and processing. For
this reason, osmium tetroxide is generally used as a
secondary fixing, since it is able to react with unsat-
urated lipids and some proteins, thus stabilizing the
membrane structures and also adding electron density
to enhance the contrast.
Another important aspect is the choice of buffer, in
which the fixing will be dissolved. It should maintain
the cell in its physiological state, when possible. The
most frequently used buffer is phosphate buffer saline
(PBS). Buffers containing amine groups (e.g. Tris)
should not be used because these groups might react
with the fixing molecule. Typically, samples prepared
for TEM analysis have to be dehydrated and embeddedin resin (overnight with temperature) to allow ultra-
thin sections to be cut. Allouni et al. developed a
protocol in which cells were fixed in 1.5% glutaralde-
hyde and 0.1 M Na-cacodylate buffer (pH 7.4), and
post-fixed in 1% osmium tetraoxide. TEM images re-
vealed that not only were TiO2 NPs attached to the
surface of the cells, but also they were in vesicles and
distributed in the cytoplasm [11].
A mixture of glutaraldehyde and formaldehyde is also
very commonly used as fixing agent. A fixing solution
containing 3% paraformaldehyde and 0.5% glutaralde-
hyde was employed to visualize both the localization of
SiO2 NPs and Ag-doped SiO2 NPs in fibroblast-like fat-
head minnow cells [17], and Au NPs in human lung
carcinoma cells A549 [37].
In some cases, the resulting blocks embedded in resin
are incubated in uranyl-acetate (1%-6%) to obtain a
higher electron density and image contrast, which is
especially useful for smaller particulate specimens.
However, this stain is not recommended in the treatment
of specimens that are unstable in acid conditions, due to
the low pH of the solution [7,11].
Ultrahigh-resolution imaging (URI) is a promising
technique for studying cell-NP interactions, as it allows
direct visualization of both cells and MNPs without the
need of an elaborate sample preparation and without the
use of fluorescent tags. In URI, the illuminator is con-
nected to the light source by a liquid light guide, which
allows transport of light without loss of intensity, and
minimizes the thermal impact on living systems. In a
recent study, the cellular uptake of TiO2 NPs by fibro-
blasts was investigated by combining SEM and TEM with
URI. For URI analysis, cells were washed, fixed in 4%
formaldehyde for 15 min at room temperature and, fi-
nally, a drop of mounting media was added to the slides
and encased with a cover-slip. URI images showed that
TiO2 NPs appeared to be both taken up by and attached
to the cells, mainly as agglomerates. The discrimination
between MNPs attached to the cell from those internal-
ized was performed by changing the focus plane in the
URI microscope. As shown in Fig. 1, the agglomerates
could be easily distinguished from other cellular com-
ponents due to their brightness [11].
Dark-field microscopy (DFM) is able to provide a
panoramic view of non-fluorescent NPs in cells since NPs
appear as a bright image superimposed on a dark
background. Because DF illumination has a very low
background, low signals are sufficient to detect individ-
ual non-fluorescent NPs. Although there are limited
studies on accumulation of non-fluorescent NPs at the
single-cell level using DFM, this technique has been used
in studies focused on Au NPs. As in URI, sample prep-
aration is very straightforward when using DF imaging.
The accumulation of Au NPs in cells has been observed
in a time-course experiment. Cells were seeded on cov-
erslips in 24-well plate, fixed in 4% paraformaldehyde forhttp://www.elsevier.com/locate/trac 257
Figure 1. URI images of L929 fibroblasts at 100x magnification after 24-h exposure to 0.5 mg/L of TiO2 NPs. Bright spots are NPs internalized or
attached to the membrane. (A) Control cells. (B) Rutile, 40 nm. (C) Rutile and anatase mixture, <100 nm. (D) Anatase, 10 nm. White arrows (C)
show agglomerates that appear to be attached to the cell membrane; red arrows point at agglomerates inside the cells (Reproduced with permis-
sion of Elsevier).
Trends Trends in Analytical Chemistry, Vol. 43, 201310 min after MNP exposure [26], and Au NPs embedded
inside the cell were identified in their aggregated states
[17].
Another option for visualizing MNPs is based on
functionalization with fluorescent markers, which allows
use of fluorescence microscopy. However, it is important
to keep in mind that the attachment of a fluorochrome
may alter the physicochemical properties of MNPs.
MNPs can be easily functionalized by using specific
fluorochromes, which have their own absorption and
emission spectra [e.g., fluorescein isothiocyanate (FITC),
ALEXA 488, BODIPY-FL, propidium iodide (PI), Mito-
Tracker Red and rhodamine are among the fluoro-
chromes commonly used in many bioapplications]. FITC258 http://www.elsevier.com/locate/tracpresents maxima absorption in the blue-light range of
the visible light spectrum (approximately at 488 nm).
When FITC is irradiated at 488 nm, it fluoresces at
520 nm, emitting a greenish-yellow glow. Other fluoro-
chromes (e.g., propidium iodide, ALEXA 488 and BOD-
IPY-FL) have excitation and emission profiles similar to
FITC. By contrast, rhodamine 123 and Mito-Tracker Red
fluorochrome are excited by light in the green range and
emit at red wavelengths.
Kurepa and co-workers synthesized Alizarin red S
(ARS)-TiO2 NP conjugates to study the uptake and the
distribution of NPs in plants. The covalent surface
modification of the MNPs was performed following a
straightforward protocol in which the MNPs were mixed
Trends in Analytical Chemistry, Vol. 43, 2013 Trendswith an ARS solution. The high surface reactivity of
synthesized TiO2 NPs (smaller than 20 nm) was very
adequate in the formation of ARS-NP conjugates [38].3. In-vitro cytotoxicity assays
Cytotoxicity assays are based on the idea that toxic
agents affect basic functions of cells, and thus their
toxicity can be evaluated by measuring cellular damage.
It is known that the toxic effects of MNPs on a cell cul-
ture may differ, depending on the incubation time and
the concentration of MNPs used. Many cytotoxic effects
are due to the number of MNPs internalized in the cells
rather than the total concentration of MNPs added to the
cell-culture media. Generally, the amount of MNPs taken
up by cells differs by several orders of magnitude from
the amount of MNPs used in the cellular treatment [39].
The uptake efficiency depends on not only MNP con-
centration but also other properties of MNPs (e.g., size
and shape). Exposure times and concentrations greatly
vary from one study to another. Concentrations of the
order of lg/L or a few mg/L are commonly used, while
exposure times of 24–96 h are usually selected [6,9,40],
although internalization of MNPs has been observed at
shorter exposure times under certain conditions [15,41].
When performing a cytotoxicity assay, cell types are
generally chosen by considering the organ in which the
studied MNPs are accumulated in organisms. In this
way, hepatic cells [42,43] and macrophages [2] are most
commonly used, since MNPs tend to accumulate in liver
and spleen. Other cell types (e.g., fibroblasts, which are
the major cellular constituent of fibrous connective tis-
sue) have also been used (e.g., to assess the effects of
TiO2 NPs released from implant materials) [11].
It is important to keep in mind that the toxic effects
induced by MNPs may depend on the cell line tested and
these effects may not necessarily be the same when
exposing other cell lines to the same MNPs [5,44]. In this
way, Patra et al. found that citrate-capped Au NPs in-
duced toxicity in human carcinoma lung cells greater
than in liver carcinoma cells at the same dosage [45].
The effects could even be the opposite, as shown by Chen
et al., who found that SeNPs inhibit cellular growth in
hepatocarcinoma cells but increase cell proliferation
when using human fibroblasts [44].
Below, we describe several common assays that have
been applied when evaluating the effect of MNPs in dif-
ferent cell lines, most of them involving the use of vital
dyes, protease markers, and colorimetric, fluorescence,
or luminescence detection.
3.1. Assessment of membrane integrity
The cell membrane is a thin, semi-permeable membrane
that surrounds the cytoplasm of a cell and constitutes a
functional barrier. Its function is to protect the integrityof the cell by controlling the traffic into and out of the
cell, which is regulated by transporters, receptors and
secretion pathways. Since cytotoxic compounds often
compromise the cell membrane, assessing cell-mem-
brane integrity is one of the most common ways to
measure cell viability and cytotoxic effects. For this
purpose, the so-called vital dyes (e.g., trypan blue and
propidium iodide) are generally used, These compounds
can freely cross the cell membrane when it has been
compromised and stain intracellular components, but
are excluded from the inside healthy cells [46]. Alter-
natively, membrane integrity can be evaluated by
monitoring the presence in the culture media of sub-
stances that are normally sequestered inside healthy
cells [5]. One commonly measured is lactate dehydro-
genase (LDH) [47]. LDH leakage from damaged cells can
be measured with a coupled enzymatic assay resulting in
the conversion of a tetrazolium salt into a red formazan
product. The intensity of the color produced is propor-
tional to the number of cells with compromised plasma
membranes [37]. There are several commercially avail-
able kits to carry out this assay, which does not involve
any kind of sample preparation, since the substrate
mixture is directly added to the culture media and the
resulting reaction product (red formazan) is measured
spectrophotometrically. Using this assay, Hussain et al.
showed that LDH leakage for MoO3, Al, Fe3O4, MnO2,
and W NPs did not produce cytotoxicity up to a con-
centration of 100 lg/mL in rat-liver cells, while Ag NPs
were highly toxic at those concentrations in the same
cells [10]. In the same manner, Gerloff et al. showed that
only anatase-rutile-containing NPs, in contrast to the
pure, fine TiO2, induced cytotoxicity in human intestinal
cells [3].
3.2. Measurement of cellular metabolic activity
An early indication of cellular damage is a reduction
in metabolic activity. Thus, assays able to measure
metabolic functions (e.g., ATP levels or mitochondrial
activity) have been widely used to evaluate the toxicity
of MNPs. One of the most widely-used methods is the
3-(4, 5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazo-
lium bromide (MTT) assay [14,48], which measures
the reducing potential of a cell. It is based on the
capacity of healthy cells to reduce MTT to formazan by
mitochondrial reductases. Formazan is a colored com-
pound, whose absorbance can be measured spectro-
photometrically at a wavelength of 500–600 nm. In
this approach, cells are incubated with MTT (2–
10 mg/L) for 4–5 h and then the formazan crystals are
commonly dissolved in dimethyl sulfoxide (DMSO) (or
other organic solvent) prior to colorimetric detection.
It is important to consider the signal provided by the
phenol red usually present in culture media. Thus, it is
recommended to either use red-phenol-free media or to
remove the media before dissolving the formazanhttp://www.elsevier.com/locate/trac 259
Figure 2. Cytotoxicity of NPs. Huh7 (left) and FHM (right) cells were treated for 24 h with different concentrations of SiO2 NPs (blue dots); SiO2
1% Ag NPs (green squares), SiO2-5% Ag NPs (black triangle); and SiO2-20% Ag NPs (red triangle) followed by assessing cell viability by MTT
assay. Shown are the results of three independent experiments (Reproduced with permission of Elsevier).
Trends Trends in Analytical Chemistry, Vol. 43, 2013crystals. The cytotoxicity of several MNPs has been
evaluated by comparing the absorbance of formazan in
control versus cells exposed to MNPs. Christen and
Fent showed that human hepatic cells (Huh7) reacted
more sensitively to SiO2 NPs than fibroblast-like fish
cells (FHM). Exposure of the two cell lines with
SiO2-Ag NPs, containing 1%, 5% and 20% of Ag
demonstrated again that Huh7 cells were more sensi-
tive than FHM cells (Fig. 2) [7]. Yuan et al. used the
MTT assay to show how the viability of lung fibroblast
exposed to ZnO decreased in a dose-dependent manner




boxanilide (XTT) and water soluble tetrazolium salts
(WSTs)] have also been used for the same purpose
[3,6].
3.3. Evaluation of the oxidative stress
Oxidative stress is an imbalance of pro-oxidants and
antioxidants. It is associated with increased production
of oxidizing species or a significant decrease in the
effectiveness of antioxidant defenses. One common way
to analyze oxidative stress in cells is by measuring
glutathione (GSH) levels. GSH is the major intracellular
low-molecular-weight thiol that plays a critical role in
cellular defense against oxidative stress. There are many
commercially-available GSH-detection kits, mainly based
on colorimetric and fluorimetric detection. One key step
in this approach is the thorough wash of the cells with
PBS to remove the excess of dye prior detection. GSH
measurement is widely used in toxicological studies [50]
and it has also been used to evaluate the toxicity of
different MNPs. For example, GSH depletion has been260 http://www.elsevier.com/locate/tracobserved in cells exposed to Ag NPs, although the degree
of depletion greatly depended on the cell line tested [5].
When cells are exposed to environmental stress they
can generate reactive oxygen species (ROS), both radical
ROS (nitric acid and hydroxide radicals) and non-radical
ROS (hydrogen peroxide). When the increase of ROS is
too high and it overwhelms the antioxidant defense, cells
are prone to suffer cell damage and even apoptosis.
Several studies have linked the increase of the ROS level
in cells with exposure to MNPs, so allowing use of the
ROS level as a cytotoxicity marker. The most widely used
method to measure the intracellular production of ROS is
the dichlorodihydrofluorescein diacetate (DCFH-DA) as-
say [8]. DCFH-DA penetrates the cells, where it is
hydrolyzed by unspecific esterases and converted into a
stable green fluorescent product, 2 0,7 0-dichlorofluores-
cein (DCF), in the presence of oxidative species [53].
DCFH-DA is prepared in phenol red-free media and used
at a final concentration of 10 lM. Cells are incubated
with this reagent for 15–30 min and then washed twice
with PBS prior to fluorimetric detection. It is important
to carry out this assay in the dark to avoid the fluoro-
phore fading. Using this approach, Konczol et al. dem-
onstrated that the ROS production observed in alveolar
epithelial cells increased after 24 h of incubation with
Fe3O4 NPs in a concentration-dependent manner. This
study also showed that the particle size did not affect the
cytotoxicity of these MNPs [51].
Reaction of generated ROS with other fluorescent
probes [e.g., dihydroethidium (DHE)] has also been used
[52]. In addition, when ROS production increases, other
intracellular events (e.g., lipid peroxidation) are initiated,
so, by measuring these events, it is possible to evaluate
the oxidative damage of cells exposed to MNPs. Mal-
ondialdehyde (MDA) formed from the breakdown of
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index for determining the extent of lipid peroxidation
reactions. MDA formation can be measured by Western
Blot [53], enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)
or the traditional thiobarbituric acid reactive substances
(TBARS) assay based on the reaction of MDA with
thiobarbituric acid reactive substances to yield a fluo-
rescent product [41]. After cell lysis, the cell extract is
mixed with the reaction solution and incubated at 90C
for 1 h. The product formed is extracted with an organic
solvent (e.g., butanol) and the fluorescence is measured
in the organic phase. Addition of cadmium chloride to
control cells can be used as positive control since it in-
duces lipid peroxidation [52]. Passagne et al. used this
assay to show how SiO2 NPs affected the production of
MDA, depending on the cell line tested and the particle
size. While smaller NPs (20 nm) induced the formation
of MDA in porcine tubular cells more than bigger NPs
(100 nm), the effect of both NPs was not significantly
different when using human kidney cells [52].
3.4. Measuring apoptosis induced by MNPs
As commented upon above, exposure of cells to MNPs
can increase ROS production and lipid peroxidation,
which ultimately can cause apoptosis. There are several
strategies to evaluate the degree of apoptosis based on
the measurement of different parameters. There are
several protein markers of apoptosis, including Bax,
Bcl2, p53 and caspases, which can be easily monitored
using Western Blot with the appropriate antibodies
[8,55], colorimetric assays [56] or real-time polymerase
chain reaction (PCR) [38,58]. Apoptosis can also be
visualized by studying nuclear morphology, particularly
chromosome condensation, assessed using nuclear-
specific dyes [e.g., 4´-6-diamidino-2-phenylindole (DAPI)
and Hoechst] and fluorescence microscopy [54,55].
However, the technique generally chosen to evaluate
apoptosis is flow cytometry. The most important factor
that has to be considered when preparing samples for
flow cytometry is the density of the cell suspension,
which should be kept between 105–107 cells/mL to
prevent clogging the narrow bores of the cytometer and
its tubing.
Two common methods to evaluate apoptosis by flow
cytometry are the measurement of the mitochondrial
membrane potential and the annexin-V assay. Since
mitochondria act as a point of integration for apoptotic
signals originating from both extrinsic and intrinsic
apoptotic pathways [57], loss of mitochondrial mem-
brane potential can be associated with the activation of
caspases and the initiation of apoptotic cascades [58]. To
measure the percentage of cells with depolarized mito-
chondria, resuspended cells are incubated at 37C for
10–15 min with a solution of 10 lg/mL JC-1 (5,5 0,6,6 0-
tetrachloro-1,1 0,3,3 0-tetraethylbenzimidazolcabocyanine
iodide). After incubation, cells are immediately centri-fuged to remove the supernatant and the cell pellet is
resuspended in PBS and then analyzed by flow cytome-
try. The membrane-permeant JC-1 dye exhibits poten-
tial-dependent accumulation in mitochondria, indicated
by a fluorescence emission shift from green (529 nm)
to red (590 nm). Consequently, mitochondrial depo-
larization is indicated by a decrease in the red/green
fluorescence-intensity ratio. The potential-sensitive color
shift is due to concentration-dependent formation of red
fluorescent J-aggregates [54]. Using this method, Chen
et al. demonstrated that Se NPs induced apoptosis in
melanoma cells through mitochondrial-mediated path-
ways. In this study, the percentage of cells with depo-
larized mitochondria increased from 5.6% (control) to
9.3% when exposing the cells to 20 lM Se NPs, and up
to 30.0% when using 40 lM Se NPs [56].
In apoptotic cells, phosphatidyl serine (PS) is translo-
cated from the inner to the outer leaflet of the plasma
membrane, so PS becomes exposed to the external cel-
lular environment. Annexin-V labeled with a fluoro-
phore (e.g., FITC) can selectively identify apoptotic cells
by binding to the exposed PS on the outer leaflet of the
membrane. The number of labeled cells can then be
quantified by flow cytometry. Annexin-V-FITC is usually
used together with PI to differentiate between apoptotic
and dead cells. Cells are resuspended (106 cells/mL) in
binding buffer (10 mM HEPES/NaOH, pH 7.5 containing
140 mM NaCl and 2.5 mM CaCl2) and then incubated in
the dark with annexin-V-FITC and PI for 10 min at room
temperature [54]. Generally, fluorescence emitted by
annexin-V-FITC and DNA-bound PI in each event is
detected as green and red fluorescence, respectively.
Other fluorophores can also be conjugated to annexin-
V [44]. This assay is generally used to confirm that the
cell death observed after exposure to certain MNPs is
generally caused by apoptosis [44,59]. It is important to
mention that certain fluorochromes may be adsorbed on
the surface of MNPs, which may cause fluorescence of
the NPs, and quenching or enhancement of the fluor-
escence of fluorochromes, thus altering the results of the
flow-cytometry assay. In addition, cellular internaliza-
tion or deposition of MNPs may avoid the correct binding
of the fluorochromes to their target molecules. As an
example, the annexin-V assay may give false negatives
as a result of NP deposition on the cellular membrane,
which hinders the annexin-V from binding to PS.
3.5. Genotoxicity assessment
The potential DNA-damaging properties of MNPs have
also been assessed in many cases using the Comet assay
and the formamidopyrimidine glycosylase (Fpg)-modified
Comet assay [3,51,54]. The Comet assay (also known as
single-cell gel electrophoresis) is a rapid, sensitive, simple
method for detecting DNA damage at the level of indi-
vidual cells [60]. It involves encapsulation of single cells
in low melting-point agarose. Then, cells are lysed tohttp://www.elsevier.com/locate/trac 261
Figure 3. The effects of exposure to 15-nm, 30-nm, 100-nm or lm-sized SiO2 particles on DNA damage in HaCaT (human keratinocytes) cells. Representative images and quantitative analysis
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Electrophoresis at high pH results in DNA structures
resembling comets. It is important to reduce the pH after
electrophoresis to avoid the contribution of alkali-labile
sites, since they strongly decrease the sensitivity of the
Comet assay. The extent of DNA migration depends di-
rectly on the DNA damage present in the cells. It should
be noted that DNA lesions consisting of strand breaks
after treatment with alkali, alone or in combination with
certain enzymes (endonucleases), increase DNA migra-
tion, whereas DNA-DNA and DNA-protein cross-links
retard DNA migration. This is followed by visual analysis
with staining of DNA with ethidium bromide [54,61].
Other dyes (e.g., PI, Hoechst or DAPI) have also been
used. The intensity of the comet tail relative to the head
reflects the number of DNA breaks. Gong et al. used this
assay to evaluate the effect of SiO2 NPs of different par-
ticle size in human keratinocytes, showing a significant
increase in the comet-tail length of cells exposed to
smaller SiO2 NPs (15 nm), which means an increased
DNA damage in an NP-size-dependent manner (Fig. 3)
[62].
Several studies used a modification of the Comet assay
specifically to evaluate oxidative DNA damage. For this
purpose, the endonuclease formamide pyrimidine gly-
cosylase (Fpg) is generally used for detection of 8-OH
guanine, other damaged purines, basic sites (AP sites)
and ring-opened N-7 guanine adducts [63]. This endo-
nuclease is added to the gel and incubated for 30 min at
37C in a humidified chamber. It is important to prepare
this enzyme in a buffer solution containing b-mercap-
toethanol to preserve the enzyme and to take into con-
sideration that the inclusion of sulfhydryl reagents in the
reaction buffer would significantly increase background-
DNA breakage. Gerloff et al. demonstrated that only
anatase/rutile TiO2 NPs significantly increased DNA-
strand breakage while none of the anatase TiO2 NPs
induced oxidative DNA damage [3].
3.6. Use of microscopy to study cellular morphological
alterations
Several studies derived from EM analyses have reported
morphological alterations in the cell layer and/or cell
shape after exposure to cytotoxic agents, so it is not
surprising that the visualization of morphological alter-
ations is considered a primary index of toxicity. Changes
in the morphology of lung fibroblasts were examined by
SEM after incubation with 20-nm ZnO NPs for 72 h. For
this analysis, cells were washed with PBS and dehy-
drated in 35% alcohol for 10 min, followed by consec-
utive addition of ethanol solutions from 40% to 100%.
Finally, the samples were dried in vacuum before SEM
analysis. A very rough cell surface was observed in ZnO
NP-treated cells, compared with control cells, which
have a regular morphology and smooth surface. More-
over, the presence of nanosized pores of 20 nm in theplasma membrane indicated that ZnO NPs could have
entered into the cells, thus affecting the inner structure
and inducing apoptosis and/or necrosis [49].
Unlike SEM or TEM techniques, phase-contrast
microscopy allows examination of living cells in their
natural state without need for previous fixation or
dehydration steps. Hussain et al. observed that increas-
ing the concentration of Ag NPs in culture media led to
morphological changes in rat-liver cells, which started to
shrink, and became irregular in shape [10]. In the same
way, the cellular morphology of epithelial carcinoma
cells was observed in order to evaluate the cytotoxicity of
Fe3O4 NPs with different surface functionalizations [14].
For a more exhaustive visualization of the morpho-
logical changes, cells may be fixed and differentiated
using the hematoxylin-eosin method. Hematoxylin
(blue-purple dye) stains nucleic acid and eosin (pink dye)
stains proteins non-specifically. The required protocol for
sample preparation is very straightforward. In a study of
cytotoxicity of Fe NPs, HeLa cells were seeded on the
glass coverslips in 24-well plate and incubated for 2 h
with the NPs. Then, cells were fixed with 4% parafor-
maldehyde and stained with hematoxylin and eosin. In
this case, no significant changes in cellular morphology
were observed after exposure to Fe NPs [30], which
could be due to the extremely short exposure time se-
lected to carry out the study.
3.7. High-throughput discovery platforms
In addition to the assays commented before, which are
mainly based on target-directed approaches, high-
throughput discovery platforms based on gene- and
protein-expression profiling can provide very useful
information on the specific mechanisms of interaction of
MNPs with cells. Gene expression is the term used to
describe the transcription of the information contained
within the DNA into messenger RNA (mRNA) molecules
that are then translated into proteins. The study of the
kinds and the amounts of mRNA produced by a cell
under certain conditions, which are directly related to
which genes are expressed, provides insights into how
the cell responds to a particular perturbation.
A way to evaluate the expression of many genes in a
single experiment is by using a DNA microarray, which
is a collection of microscopic DNA spots immobilized in
a solid surface. Each DNA spot contains picomoles of a
specific DNA sequence, known as reporters (also known
as probes or oligos), which can be a short section of a
gene or other DNA element used to hybridize a cDNA
or a cRNA. Probe-target hybridization is usually de-
tected and quantified by detection of fluorophore, silver-
labeled or chemiluminescence-labeled targets to deter-
mine relative abundance of nucleic-acid sequences in
the target.
Hanagata et al. [64] carried out a whole genome-
expression analysis to study the molecular responses ofhttp://www.elsevier.com/locate/trac 263
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RNA from cells exposed to CuO (or control cells), the
RNAs were amplified and labeled with fluorescence
probes (Cy3 and Cy5). Hybridization of the amplified
RNAs with the DNA microarray was carried out for 18 h
at 65C. Then, the microarray was scanned to measure
the fluorescence intensity of Cy3 and Cy5. Foreground
and background median values of each spot were ob-
tained from median values of the pixels included in each
spot area. The difference between foreground and
background values of each spot was established as the
signal strength, and only spots with signal values >3
times the noise value were considered valid spots. The
results indicated that change of gene expression involved
in mitogen-activated protein-kinase (MAPK) pathways
and cell-cycle progression in cells exposed to CuO NPs
were similar to those in cells exposed to Cu ions [64].
With a similar approach, Mahmoudi et al. evaluated the
toxicity of superparamagnetic iron oxide in different cell
lines (heart, brain and kidney) [65] and Dua et al. the
toxicity induced by mesoporous silica NPs, Fe2O3 NPs
and ZnO NPs in kidney cells [66]. The findings using this
approach have to be analyzed by powerful bioinformatics
tools due to the large amount of data obtained. In
addition, alternative methods (e.g., real time-PCR) are
required for further validation of the identified targets.
Examining changes in protein expression can also be
very useful for better understanding of the effects of
MNPs in cells [67].
Among all the proteomic approaches available,
quantitative strategies are particularly attractive, since
they allow for identification of differentially-expressed
proteins in cells exposed to MNPs, compared to control
cells. Although these approaches are extensively used in
other research areas [68], they have been applied to
study MNP toxicity in only a few studies. Yang et al.
used two-dimensional differential gel electrophoresis
(2D-DIGE) to identify proteins altered after exposure to
SiO2 NPs. In this study, control and cells exposed to SiO2
NPs were differentially labeled with Cy3 and Cy5 dyes for
comparison on the same gel. The labeling reaction was
carried out for 30 min at 4C in the dark and then
quenched with a 50-fold molar excess of free lysine. The
internal standard was labeled with Cy2 dye and use on
all gels to aid image matching and cross-gel statistical
analysis. The proteomic analysis revealed that 16 dif-
ferentially-expressed proteins were induced by SiO2 NPs
exposure, and that the expression levels of these proteins
were associated with the particle size [69].
Jeon et al. also used 2D-DIGE to analyze the hepato-
toxicity induced by TiO2 in liver cells, finding 15 altered
proteins related to inflammation, apoptosis and antioxi-
dative reaction [70]. Alternatives to 2D-DIGE [e.g., stable
isotopic labeling by amino acids in cell culture (SILAC),
isobaric tags for relative and absolute quantitation
(iTRAQ) and label-free methods] should also be consid-264 http://www.elsevier.com/locate/tracered for future studies, since they generally provide
better results than gel-based approaches [67].4. In-vivo assessment of the toxicity of metallic
nanoparticles
After in-vitro toxicity assays and before the pre-clinical
studies, in-vivo assays to evaluate the toxicity of MNPs
are needed to design specific and safe clinical trials to
develop new strategies for the applied use of MNPs. This
use includes diagnostic and/or therapeutic purposes,
although large-scale use of MNPs also represents an
increasing risk to health and the environment [18,71].
Several aspects of the physicochemical properties of
MNPs are important to design these protocols and, of
course, suitable for the biological organism in each case.
The target organ in the organism chosen is also one of
the major issues to test, so it is important to test hepa-
totoxicity, nephrotoxicity, pulmonary toxicity, spleen
toxicity, immune-system activation, hematological
toxicity and oxidative stress, among others [72,73].
Within the most important options to consider is the
route of administering NPs, especially in higher verte-
brates and mammals.
4.1. Routes of administration in common animal
models
The acquisition pathway of MNPs by biological systems
is determinant, in most cases, of the type and the extent
of potential damage in different organs and tissues. We
discuss below relevant routes of administration and
doses in different animal model.
4.1.1. Skin absorption. This route of administration in-
volves not only active absorption after direct application
to the skin but also passive uptake of NPs through the
skin (e.g., respiration after nebulization in a chamber or
directly in the water for aquatic animals) [74].
The zebra fish is a genetically-tractable vertebrate-
model organism commonly used for the in-vivo admin-
istration and testing of MNP toxicity. Compared to other
vertebrate animal models, zebra fish have several bene-
fits. Importantly, housing and maintenance are less
expensive, making it an attractive model for preliminary
studies of toxicity and/or environmental contamination.
Moreover, the zebra-fish model for the assessment of
toxicity is easily extrapolated to other vertebrates and
humans. The short life cycle of this aquatic vertebrate
makes it very suitable for the study of embryo viability
and genetic malformations during treatment with NPs.
Assessment of MNP toxicity in zebra fish includes
immunohistochemical analysis, flow-cytometry studies
to detect ROS and proteomic analysis for well-established
cellular markers of stress [75]. Eurasian perch,
oysters and the fruit fly share many of the zebra-fish
Trends in Analytical Chemistry, Vol. 43, 2013 Trendscharacteristics, so making them suitable models for
toxicity studies, although they are used less frequently
because their genetics are not well known.
4.1.2. Airways release. In-vivo toxicity of Ag NPs and
Au NPs has been studied in models of sub-chronic
inhalation, in trying to have a complete study of tox-
icity that measures the adsorption, distribution,
metabolism and excretion (ADME) of MNPs in-vivo in
rats [76]. These studies, although not very common,
need to be done for commercial purposes and for the
effects of MNPs in humans. The most important
parameters are the lowest dose for an adverse effect
(LOAEL) and the dose with no adverse toxicity effect
included in the pre-clinical trial (NOAEL). These studies
tested daily different doses (e.g., Au NPs in different
groups of male and female rats with 6-h-inhalation
treatment consecutively during three months). Air-
ways, skin and mucosas (oral, nasal and genital) were
checked daily and the rats weights were monitored
once a week. The analysis pre-mortem included bio-
chemistry and hematologic parameters, nephrotoxicity
and lung function. The post-mortem study comprised
multi-organ histopathological analysis (including
broncho-alveolar lavage). Au NPs accumulation in tis-
sue was measured by AAS [76].
4.1.3. Systemic administration. Commonly used routes
for systemic release of MNPs are intravenous (i.v.) and
intraperitoneal (i.p.) injection. The systemic administra-
tion of MNPs by these two pathways allows study of
their organ distribution after different time points. The
organs are extracted from injected mice and accumula-
tion of NPs is generally analyzed by ICP-MS and/or by
fluorescent imaging with confocal microscopy. Interest-
ingly, small silica-coated magnetic (50 nm) NPs con-
taining rhodamine B isothiocyanate were recruited to
the brain, through the blood-brain barrier [77], whereas
Au NPs with a diameter of 100–250 nm were retained
in different tissues and organs (e.g., liver, spleen, kidney,
or lungs) [78].
Hematological and biochemical studies are also per-
formed in these animals to test the toxicity of NPs in
tissues and blood cells.
Another interesting approach with systemic adminis-
tration of NPs is the evaluation of mutagenic potential,
chromosomal aberrations and genotoxicity for germinal
cell-viability studies [77,79].
4.1.4. Oral gavage. This route of administration has
been studied using Cu NPs of different sizes after gavage
of mice through naso-gastric probe. In this model of
acute toxicity, the effect of the NPs was tested after short
exposure to high doses. After determination of the LD50
(lethal doses determination for 50% of the population), a
complete histopathology and hematology study has to beperformed to describe the ADME parameters in vivo in
the animal model.
Oral toxicity determination is important due to the
putative use of NPs with food or orally-administrated
drugs [80,81]. Moreover, oral uptake of NPs through
drinking water pollutants or passive uptake from other
routes of administration (e.g., airways or skin) must be
taken into consideration to address the in-vivo toxicity of
MNPs fully [82]. A single administration of NPs is per-
formed in the acute exposure model for toxicity assess-
ment of MNPs; hence, increasing doses of the different
NPs and the control (vehicle) are administrated to the
mice to detect the LD50.
In an interesting study, Chen et al. tested two sizes of
Cu NPs (25 nm and 17 nm), and compared the effect to
that of soluble ionic Cu after administration through a
nasogastric probe. This study revealed the importance of
the size of the NPs for the induction of toxicity – larger
NPs have a smaller surface area in contact with the
organism and are, therefore, potentially less toxic than
the smaller NPs or the ionic Cu. Another important
conclusion from this work is that study of the different
ways of administering NPs is essential to understand the
difference and the specificity of the toxicity induced by
MNPs. As an example, the interaction of NPs with H+ in
the stomach after oral administration promotes an
increase in the release of HCO3
-, which results in an
increase of the pH in the stomach causing renal damage
and electrolytic metabolic alterations [82].
Another important issue after oral administration of
NPs is the different outcome depending on the use of
males or females for toxicity tests. In this regard, males
are more prone to produce H+ in the stomach, so they
are more susceptible to develop renal damage than fe-
males [83]. All these considerations mark the impor-
tance of designing an adequate experimental model for
in-vivo toxicity. Moreover, deep knowledge of the biology
of the selected animal is needed for proper assessment of
the effect of the route of administration on the toxicity
induced by MNPs [82].
4.2. Alternative in-vivo models
Other organisms (e.g., invertebrates), which permit the
analysis of ADME-toxicity parameters, have also been
used for the in-vivo evaluation of the toxicity of MNPs.
An important benefit of these models is that there is no
need to refer them to bioethical committees.
4.2.1. Invertebrate organisms. In an interesting study,
Novak and collaborators proposed a terrestrial inverte-
brate, Porcellio scaber (Isopoda, Crustacea) to test toxicity
of TiO2 NPs orally administered [84]. They hypothesized
that the TiO2 NP toxicity could be due to the high doses,
exposure time and the ability to distribute within the
whole animal body after crossing gut epithelial-cell
barriers. The route of administration by feeding thehttp://www.elsevier.com/locate/trac 265
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the study of several parameters (e.g., general health
score of the animals). Each individual was independently
exposed and the feed rate was calculated by the relation
between food consumption and weight increase of each
animal each day of treatment. The ability of NPs to
spread throughout the whole organism was evaluated by
analyzing the membrane integrity of gut epithelial cells
by immunohistochemistry [84,85].
The use of biomarker organisms of environmental
contamination is another interesting model to test MNP-
induced toxicity. In this test, freshwater crustacean
Daphnia magna has been used as a contamination bio-
marker due to its sensitivity to changes in the ecosystem
[86]. Moreover, D. magna is part of the trophic chain
base revealing important information about the accu-
mulation of toxic effects within the rest of the organisms
in the ecosystem [87,88].
In a recent work, Asghari et al. evaluated the toxicity
of different groups of colloidal Ag NPs under an acute,
short-term exposure model. They determined the mini-
mum dose of Ag NPs inducing lethality in D. magna after
48-h administration in water containers. The toxicity
score was evaluated by determining lethal doses (LD10,
LD50 and LD90), observation of birth defects and pro-
gression of paralysis. They concluded from these studies
that the toxicity of Ag NPs depends on their nature and
state of aggregation [89]. Similar studies have been
performed by other groups to analyze the effects of Ag
NPs ingested by D. magna [89,90].
There are benefits and disadvantages from using
invertebrate models to test toxicity induced by MNPs.
First, the protocols are technically easier than those for
vertebrates and mammals so interpretation is easier.
Invertebrates are big enough to obtain sufficient amounts
of biological samples for histopathological analysis and
other purposes. Another important issue is the possibility
to obtain a large number of individuals to increase sta-
tistical significance. Conversely, the short experience
with these models so far could be a disadvantage in using
them in MNP tests. Another objection to using inverte-
brates is the lack of mathematical models to interpret the
results properly and to extrapolate to the potential tox-
icity in humans. The last concern could be aggravated
due to the low physiological correlation between verte-
brates and invertebrates. Hence, the ideal situation for
properly testing the toxicity of MNPs would be the use of
both types of model animal, invertebrate and vertebrate.
4.2.2. Embryo models. Another important factor to be
considered is the potential toxicity of MNPs during em-
bryo development. To address this question, Clancy et al.
developed a model of live chicken embryo in which
MNPs were administered directly into the bloodstream.
The use of fluorescent NPs allowed the study of their266 http://www.elsevier.com/locate/tracdistribution throughout the whole body, as well as the
aggregation behavior, by fluorescence spectroscopy.
NPs tended to aggregate and to accumulate in blood
vessels of different sizes and in tissues with high angio-
genic activity. Similarly to the toxicity studies in verte-
brates, the toxicity in embryo models depended on the
bio-distribution of the MNPs and their physicochemical
properties: size, electrical charge, and surface modifica-
tions (e.g., chitosan and fluorescent particles) [91,92].
The data obtained from live chicken embryos could be
extrapolated to adult animals, so being helpful for the
development of toxicity protocols. Moreover, chicken
embryo is a bona fide model for experimentation, as their
use is not regulated by ethical committees, thus avoiding
legal issues [92].
4.2.3. Prokaryotic organisms. A new biological model
using prokaryotic organisms was recently proposed for
MNP-toxicity studies. This model is based on using
bacteria able to produce bioluminescence. Biolumines-
cence intensity is directly related to cellular metabolism,
and this correlation is used to address the toxicity of NPs.
A decrease in metabolic activity induced by exposure to
MNPs would decrease the bioluminescence intensity,
which would indicate an increase in the toxicity induced
by MNPs.
The use of bacteria with these characteristics repre-
sents a new method to address the toxicity of different
MNPs in a short time period by analyzing fluctuations of
light emission [93]. This characteristic of luminous
bacteria has been used in promising toxicity studies for
Au NPs and carbon nanotubes in assays taking just
15 min [94]. The results obtained with the luminous
bacteria were comparable to those obtained with other
conventional approaches used to evaluate MNP-induced
toxicity [95].5. Conclusions
We have presented the different options used to evaluate
the potential toxicity of MNPs using in-vitro and in-vivo
assays. Although the number of articles aiming to assess
the toxicity of MNPs is increasing, there is still an urgent
need for standardized protocols allowing systematic
study of the toxicity induced by particular types of MNP.
As we have shown, not only are concentration and the
exposure times parameters that have to be considered
when assessing the toxicity of MNPs, but stability, par-
ticle size, shape and aggregation state are also significant
factors. Moreover, when using in-vitro models, the
behavior may be radically different, depending on the
cell line tested.
As for the in-vivo models, it is important to choose not
only the correct animal model but also the appropriate
Trends in Analytical Chemistry, Vol. 43, 2013 Trendsroute of administration, since the toxic response can
greatly vary.
Also, it is important to mention that, although general
toxicity assays have been shown to be very useful to
evaluate MNP-induced toxicity, approaches focused on
identifying specific targets (genes and/or proteins) may
help not only to improve understanding of the interac-
tion mechanisms of cells and organisms with MNPs, but
also to design novel non-toxic MNPs.Acknowledgements
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Although FoxP3þ regulatory T cells are key players in the maintenance of immune tolerance and auto-
immunity, the lack of speciﬁc markers constitute an obstacle to their use for immunotherapy protocols.
In this study, we have investigated the role of the C-type lectin receptor CD69 in the suppressor function
of Tregs and maintenance of immune tolerance towards harmless inhaled antigens. We identiﬁed a novel
FoxP3þCD69þ Treg subset capable to maintain immune tolerance and protect to developing inﬂamma-
tion. Although CD69þ and CD69FoxP3þ Tregs exist in homeostasis, only CD69-expressing Tregs express
high levels of CTLA-4, ICOS, CD38 and GITR suppression-associated markers, secrete high amounts of
TGFb and have potent suppressor activity. This activity is regulated by STAT5 and ERK signaling pathways
and is impaired by antibody-mediated down-regulation of CD69 expression. Moreover, immunotherapy
with FoxP3þCD69þ Tregs restores the homeostasis in Cd69/ mice, that fail to induce tolerance, and is
also highly proﬁcient in the prevention of inﬂammation. The identiﬁcation of the FoxP3þCD69þ Treg
subset paves the way toward the development of new therapeutic strategies to control immune ho-
meostasis and autoimmunity.
© 2014 Elsevier Ltd. All rights reserved.1. Introduction
FoxP3þ regulatory T (Treg) cells are a subset of CD4þ T lym-
phocytes with suppressive activity, key mediator of peripheral
tolerance and essential for preventing autoimmune and chronic
inﬂammatory diseases. However, the lack of speciﬁc markers and
insufﬁcient understanding of Tregs biology constitute the two
largest obstacles to develop immunotherapy protocols for the
treatment of these diseases [1]. Treg cells inhibit proliferation and
function of effector T cells through various mechanisms, including
cellecell contact and the production of anti-inﬂammatory cyto-
kines such as TGF-b or IL-10. Tregs can develop in the thymus, or
from naïve CD4þ Tcells in the periphery [2]. After antigen challengeBiology and Inﬂammation,
s Carlos III (CNIC), Melchor
4 914 531 200; fax: þ34 914
gmail.com (P. Martín).lymph nodes are the sites of differentiation of effector T cells and/or
Tregs, which upregulate speciﬁc adhesion and chemokine receptors
and migrate to the inﬂamed tissue. This regulatory mechanism of
cell migration is critical for a proper balance between the innate
and adaptive immune responses in the inﬂamed tissue [3]. In this
regard, S1P1 has been described as an important molecule con-
trolling lymphocyte egress from lymphoid organs and leukocyte
receptor CD69 negatively regulates its expression [4].
The early leukocyte activation antigen CD69 is a membrane
receptor from the family of type II C-type lectins. CD69 is rapidly
induced after cell activation in all bonemarrow derived cells except
erythrocytes [5,6]. Expression of CD69 in vivo is restricted to posi-
tively selected thymocytes and leukocytes undergoing activation,
particularly at inﬂammatory sites. Engagement of CD69 with
monoclonal antibodies (mAbs) in the presence of phorbol esters
induces a strong Ca2þ inﬂux leading to the activation of ERK, in-
duction of IL-2 and IFN-g genes, and T cell proliferation [7,8].
However, in vivo studies with CD69-deﬁcient mice revealed an
unexpected immunoregulatory role [9]. A mouse model of
lymphocyte-dependent collagen-induced arthritis (CIA) suggested
J.R. Cortes et al. / Journal of Autoimmunity 55 (2014) 51e6252that CD69 might act as a regulatory molecule by modulating TGF-b
levels at the site of inﬂammation [10]. Since TGF-b participates in
the differentiation both of regulatory T cells and of Th17 cells
[11,12], CD69 might regulate the immune response at the stage of T
cell differentiation. The balance between Th17 and Treg cells is
critical for the regulation of the immune response by determining
the net balance of pro- and anti-inﬂammatory cytokines at the
inﬂammatory foci.
In this report we have analyzed the role of CD69 in the function
of FoxP3þ Tregs. We show that around half of the Tregs located in
lymphoid organs express CD69 in steady state. CD69þ Tregs express
higher surface levels of suppression-associated markers than
CD69 Tregs cells or Tregs from Cd69/ mice, and have enhanced
suppressor activity in vitro and in a mouse model of lung tolerance
to harmless antigens. Our results strongly support a role for CD69 as
a critical receptor for controlling Treg-suppressor function in both
physiological and pathological immune responses, including
autoimmunity and allergy.
2. Materials and methods
2.1. Animals
CD69-deﬁcient mice were generated as described [13]. C57BL/
6 Tg(TcraTcrb)425Cbn/J mice expressing a T-cell receptor speciﬁc
for peptide 323e339 of OVA in the context of I-Ab (OTII mice) were
purchased from the Jackson Laboratory (stock number 004194).
OTII micewere backcrossedwith CD69-deﬁcientmice in the C57BL/
6 background (OTKO mice). For in vivo tolerogenic asthma experi-
ments, we used females 10e12 weeks old that were either litter-
mates or age-matched offspring in BALB/c or OTII background.
Foxp3-RFP reported mice were kindly provided by Dr. R.A. Flavell
(Yale University). Mice were kept in SPF conditions at the Animal
Facility of CNIC. Experimental procedures were approved by the
CNIC Committee for Research Ethics and conducted under Animal
Welfare and Health Spanish and European guidelines.
2.2. T-cell isolation
Single-cell suspensions were obtained from spleen or mesen-
teric lymph nodes and incubated with the following biotinylated
antibodies: CD8, CD19, B220, MHCII, CD11c, IgM, DX5 and CD11b,
followed by streptavidin Microbeads. CD4þ T cells were negatively
selected with auto-MACS Pro (Miltenyi) separator. The negative
fraction was incubated with anti-CD25 biotin to obtain Tregs.
2.3. Treg cell suppression assays
Tconvs were cultured with coated a-CD3 antibody (1 mg/mL)
plus indicated amounts of soluble a-CD28 or irradiated T cellede-
pleted splenocytes. For antigen-speciﬁc assays, CD4þ T cells from
OTII and OTKOmicewere cultured in the presence of irradiated APC
and OVAp (10 mg/mL). T cell proliferation was measured by [3H]-
thymidine incorporation for the last 16 h of culture or by CFSE or
CellTraceViolet staining of CD4þ Tconv cells.
2.4. Intracellular staining and FACS
Tregs or Tconv cells were treated with 1 mg/ml anti-CD3 (145-
2C11) and anti-CD28 (37.51), and crosslinked with antieArmenian
Hamster IgG F(ab')2 (20 mg/mL). Activationwas arrested by ﬁxation
with 4% formaldehyde and permeabilized with 90% methanol and
cells were incubated with phospho-Akt, phospho-Erk and
phospho-Stat5 from Cell Signaling.2.5. In vitro differentiation of Tregs
OVA-speciﬁc TCR transgenic naïve T cells were obtained from
OTII and OTKO mice and cultured for 72 h with irradiated APCs in
the presence of 10 mg/ml OVAp, recombinant TGF-b1, and IL-2.
In vitro differentiation of iTregs from C57BL/6 mice with normal
TCR was performed from naïve CD4 T cells from CD69-proﬁcient or
deﬁcient mice, co-cultured 120 h with WT splenic dendritic cells in
the presence of plate-bound CD3 and soluble CD28 plus recombi-
nant TGF-b1 and IL-2.
2.6. Tolerogenic challenge with harmless antigen
To analyze the in vivo function of Treg, we used a previously
described tolerogenic model [14]. Brieﬂy, at day 0, mice were i.t
injected with 800 mg LPS-free OVA (Calbiochem). At day 20, mice
received 3 OVA aerosols (10 mg/mL in PBS, generated using a jet
nebulizer) of 30 min on 3 consecutive days. In some experiments,
10 days later after the i.t administration of OVA, the mice were
immunized with OVA-alum (10 mg OVA adsorbed to 2 mg
aluminum hydroxide) and 10 days later, mice were challenged with
three daily 30-min OVA aerosols as described before.
2.7. Adoptive transfer experiments
Mice were intraperitoneally injected with 10 mg OVA in 2 mg
alum, and 5 days later CD4þ T cells were isolated and expanded
in vitrowith TGF-b and IL-2 in presence of irradiated APC and OVAp.
iTreg cells were intravenously injected (5  106 cells) into Cd69þ/þ
or Cd69/ recipientmice previously intratracheally sensitizedwith
OVA. The recipients were exposed to inhaled OVA (10 mg/mL) for 3
days. For the adoptive transfer experiment with natural Tregs,
CD4þCD25þ-CD69þ or -CD69 Tregs were isolated by FACS sorting
from spleens and 2  105 cells were i.v. transferred to Cd69þ/þ or
Cd69/ recipients.
2.8. Whole-mount staining of mouse tracheas
Tracheas were incubated with PBS containing 0.5% Triton X-100,
5%goat serumandprimaryantibodies [rabbit polyclonal anti-mouse
CD31 (Abcam) and rat clone FJK-16s anti-mouse Foxp3 coupled to
FITC (eBiosciences)]. Samples were washed with 0.3% Triton X-100
in PBS and stained with goat anti-rabbit Rhodamine Red-X (Mo-
lecular Probes). Stained samples were ﬁxed with PFA 4% and
mounted with Prolong® Gold antifade reagent (Molecular Probes,
Life Technologies). Confocal z-stacks from the inner side of tracheas
were obtained using a LSM 700 Laser Scanning Microscope equip-
ped with a LD LCI Plan/Apochromat 25/0.8 Imm Korr DIC M27
(Zeiss). Images were analyzed with Imaris v.7.3.1 (Bitplane).
2.9. In vivo FMT 1500 tomographic imaging and analysis
Mice were injected intravenously with 4 nmol of Neutrophil
Elastase 680 FAST (PerkinElmer, Inc.). OVA-challenged and control
mice were imaged using the FMT 1500 ﬂuorescence tomography
in vivo imaging system (PerkinElmer, Inc.). The collected ﬂuores-
cence data were reconstructed by FMT 2500 system software
version 1.1 for three-dimensional ﬂuorescence quantiﬁcation. The
total amount of lung ﬂuorescence (in picomols) was calculated
relative to internal standards.
2.10. RNA extraction and micro ﬂuidic card analysis
RNA was extracted using Absolutely RNA Nanoprep Kit (Agilent
Technologies). 100e200 ng of total RNA was converted into cDNA
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systems). Relative gene expression was calculated with qbase
software (Biogazelle) using Actb, B2m, Gapdh and Hprt1 as refer-
ence targets genes. Heat map images were generated with Gene
Cluster 3.0 and Java Treeview software.
2.11. Statistical analysis
P values were calculated with the Student t test, and values
below 0.05 were considered signiﬁcant. Means of the experimental
groups were compared by using One-way ANOVA. To account for
multiple comparisons, the Tukey or Bonferroni post-test were used
to compare selected pairs of means and all pairs of means,
respectively. All statistical analyses were carried out with GraphPad
Prism v5.
3. Results
3.1. CD69 is constitutively expressed by a subset of thymic and
peripheral Tregs in steady state
A subpopulation of about ﬁfty percent of total
CD4þCD25þFoxP3þ Treg cells in thymus and secondary lymphoid
organs express CD69 on their membrane in steady state (Fig. 1A).
Further phenotypic analysis of peripheral CD4þFoxP3þ gated
CD69þ and CD69 Tregs from Cd69þ/þ or Cd69/ mice in homeo-
stasis (Fig. 1B), revealed that the suppression-associated markers
CTLA-4, ICOS, CD38 and GITR are expressed at higher levels in
CD69þ-Tregs in steady state compared to CD69 Tregs or Tregs
from Cd69/ mice (Fig. 1C), suggesting that the phenotypic fea-
tures of CD69þ Tregs cells are consistent with an effector Treg
phenotype. However, expression levels of other relevant proteins
for Treg function, such as CD25, CD86 or CD27, are unaffected by
CD69 expression (Supplementary Fig. S1). Interestingly,
CD4þFoxP3þ Tregs homeostasis is not altered in peripheral
lymphoid organs from Cd69/ mice in comparison with Cd69þ/þ
mice (Fig. 1D), indicating that, although Treg development seems
not to be affected by the lack of CD69, their function could be
dampened.
3.2. The suppressive function of Tregs is dependent on CD69
expression
We next assessed the role of CD69 in the suppressive function of
Tregs. Naïve conventional T (Tconv) cells from Cd69þ/þ or Cd69/
mice were co-cultured with CD4þCD25þFoxP3þ Tregs of Cd69þ/þ or
Cd69/ mice and irradiated APCs (iAPCs). Suppressor function of
CD69-deﬁcient Tregs was diminished compared with Tregs from
Cd69þ/þmice (Fig. 2A). This effect was conﬁrmed in the presence of
CD3/CD28 antibodies suppression assays devoid of APCs
(Supplementary Fig. S2). Tregs from Cd69/ mice bearing OTII T-
cell receptors (TCR) speciﬁc for OVA peptide showed almost no
ability to inhibit Tconv proliferation in antigen-speciﬁc suppression
cultures (Fig. 2B).
To conﬁrm those results, we sorted CD69þ and CD69 Tregs
from Cd69þ/þ mice and compared them with the total CD4þCD25þ
Tregs from Cd69/mice (referred hereafter as Cd69/ Tregs) (see
Supplementary Fig. S3A for sorting strategy). All Treg sub-
populations have identical levels of FoxP3þ (Supplementary
Fig. S3B). CD69þ Tregs showed the highest capacity to inhibit the
proliferation of Tconvs, whereas CD69 and Cd69/ Tregs showed
a weaker suppressor function (Fig. 2C). The involvement of CD69 in
Treg function was ascertained in Cd69þ/þ Tregs by addition of the
anti-CD69 monoclonal antibody (2.2), which downregulates CD69
expression [15] and blocks the suppressive function (Fig. 2D). It isworth noting that CD69 expression in untreated CD69þ Treg sub-
populationwas maintained at high levels in vitro after 3 days of co-
culture with Tconv cells (Fig. 2, CeD), indicating that sustained
CD69 expression is critical for the suppressive function of Tregs.We
also analyzed the ability of Tregs differentiated in vitro (iTreg) to
induce effector T cells suppression; although Treg differentiation
process is not compromised in OTII Cd69/ cells (Fig. 2E) or in
Cd69/ cells with normal TCR (Fig. 2G), these cells were unable to
properly induce T cell suppression compared to OT-II-Cd69þ/þ
iTregs (Fig. 2F) or B6 Cd69þ/þ iTregs (Fig. 2H), respectively. These
data indicate that CD69 expression is also required for iTreg sup-
pressive function. To further support these results, we analyzed the
expression of CD69 in Tregs from Foxp3-RFP reported mice. As in
the WT B6 mice, CD69þ and CD69 Tregs maintain the same pro-
portions in lymphoid organs and more importantly, Foxp3-RFPþ
CD69 Tregs showed almost no ability to suppress Tconv prolifer-
ation (Fig. 2I).
3.3. Activation of CD69þ Tregs enhances STAT5 phosphorylation
and decreases ERK phosphorylation
Activation of STAT5 has been reported to be required for Treg
development and suppressive function [16]. To study the molecular
mechanism of suppression by FoxP3þCD69þ Tregs, we stimulated
sorted Tregs and naïve T cells through the TCR and measured the
levels of STAT5, ERK and AKT phosphorylation by FACS. Naïve T cells
from Cd69þ/þ or Cd69/ mice showed no signiﬁcant difference in
STAT5, ERK or AKT phosphorylation (Fig. 3A). However STAT5
phosphorylation in Cd69/ Tregs was inhibited, whereas phospho-
ERK was enhanced at late time points and AKT activation was un-
altered (Fig. 3B). These results are consistent with our previous
results in Th17 cells, where STAT5 activation is partially inhibited in
the absence of CD69 [13]. Addition of IL-2 abolished the differences
in STAT5 phosphorylation between Cd69þ/þ and Cd69/ Tregs
(Fig. 3C), thus indicating that this cytokine restores the activation of
the pathway.
To further study the role of ERK activation in the suppressor
function of Tregs, Tregs isolated from Cd69þ/þ or Cd69/ mice
were treated with the ERK inhibitor U0126. ERK inhibition in Tregs
from Cd69/ mice restored their suppressor activity, whereas it
had no detectable effect in Tregs from Cd69þ/þ mice (Fig. 3D).
Moreover, sorted CD69 Tregs and Cd69/ Tregs partially recov-
ered their suppressor potential after pre-incubation with U0126
(Fig. 3E). To assess whether ERK inhibitors could also restore the
suppressor potential of Cd69/ Tregs in vivo, mice were given
daily i.p. injection with the ERK inhibitor ci 1040 [17]. In vivo in-
hibition of ERK phosphorylation in Cd69/ mice (Supplementary
Fig. S4) restored the suppressor capacity of Tregs isolated from
Cd69/ mice to the level detected for Tregs from Cd69þ/þ mice
(Fig. 3F).
3.4. CD69þ Tregs display speciﬁc cytokine, migratory and Treg cell-
associated gene expression
We analyzed the secretion of TGF-b1 and IL-2, cytokines
involved in the regulation of T cell proliferation. Sorted Tregs were
stimulated with anti-CD3/CD28 mAbs. Cd69/ Tregs secreted
signiﬁcantly less TGF-b1 than Cd69þ/þ Tregs (Fig. 4A). Moreover,
lower levels of soluble TGF-b1 were found in co-cultures of Cd69/
Tregs and Tconvs (Fig. 4B). IL-2 secretion was low in cultures of
Cd69þ/þ and Cd69/ Tregs, consistent with the notion that lack of
IL-2 secretion is a typical feature of mature and functional Tregs
[18] (Fig. 4A). However we observed increased IL-2 secretion in co-
cultures of Cd69/ Tregs and Tconvs (Fig. 4B), which could be a
consequence of the higher proliferation rate of Tconvs in this
Fig. 1. CD69 is constitutively expressed by a subset of peripheral Tregs in steady state. (A) Left, density plots show CD69 expression in gated CD4þFoxP3þ cells in thymus, spleen,
MS-LNs and PLNs from Cd69þ/þmice. Histograms represent CD69 expression on CD4þFoxP3þ cells in Cd69þ/þ (black line) and Cd69/ (red line) mice. Right, the bar chart shows the
percentage of CD69þ and CD69 Tregs within the indicated organs from Cd69þ/þmice ± S.D. (B) FACS analysis of CD4þFoxP3þCD69þ or -CD69 gated spleen cells from Cd69þ/þ and
Cd69/ mice. (C) Cell surface expression of Treg-related markers in CD69þ and CD69 Tregs gated as in (B). Gray-shaded areas represent antibody isotype control and bar charts
show mean ﬂuorescence intensity (MFI) from CD69þ (solid black), CD69 (blue) or Cd69/ (red) Tregs. (D) Cd69þ/þ and Cd69/ mice have comparable proportions of
CD4þCD25þFoxP3þ Treg cells in secondary lymphoid organs. Left panels, ﬂow cytometry analysis of CD4þFoxP3þ cells isolated from spleen, mesenteric (MS-LNs) and peripheral (P-
LNs) lymph nodes of Cd69þ/þ and Cd69/mice of 4, 12 and 20 weeks of age. Right panels, percentage of FoxP3þ on gated CD4þ T cells. Data are representative of three independents
experiments (n ¼ 3 each). Errors bars represent mean ± SD. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001.
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and Supplementary Fig. S3B) as well as Foxp3mRNA levels (Fig. 4C)
was the same in CD69þ, CD69 and Cd69/ Tregs or in iTregs from
Cd69þ/þ or Cd69/ mice (Fig. 4D). Thus the functional differences
between CD69þ and CD69 Tregs are unrelated to FoxP3
expression.
To identify differential gene expression patterns we con-
ducted TaqMan immune function gene expression analysis onsorted CD69þ, and CD69 Tregs (Fig. 4 EeG, and Supplementary
Table S1). CD69þ Tregs showed higher expression of cytokine
genes involved in T cell differentiation and function such as Il2,
Il10, Il4 and Ifng (Fig. 4E). Expression of these transcripts was
barely detected in CD69 Tregs. CD69þ Tregs express higher
levels of Cxcl10, Cxcl11 and Ccl5 and chemokine receptors Cxcr3
and Ccr2, involved in the migration of Tregs to inﬂamed tissue
[19]. CD69 Tregs express low levels of most of the receptors and
Fig. 2. Impaired suppressive function of CD69 and Cd69/ Tregs in vitro. (A) In vitro Treg polyclonal suppression assay of CD4þFoxP3þ Treg cells from Cd69þ/þ and Cd69/ mice
and Tconv cells from Cd69þ/þ (left) and Cd69/ (right) mice with coated anti-CD3 Ab in the presence of iAPCs; left panels show [3H]thymidine uptake, and right panels show
percentage of suppression relative to maximum Tconv proliferation in culture without Tregs. (B) FACS analysis of OT-II CD69þ/þ or OT-II CD69/ Tregs suppression function under
antigen-speciﬁc conditions (iAPCs and OVAp). CellViolet show proliferation of Tconvs and bar charts percentage of suppression. (C) Sorted CD69þ and CD69 Tregs from Cd69þ/þ
mice and Cd69/ Tregs were tested in suppression assays with coated anti-CD3 and iAPCs. Left, Percentage suppression of Tconvs. Center, CellViolet shows Tconvs proliferation.
Right, CD69 expression in Tregs co-cultures. (D) In vitro suppression function assay of CD69þ or CD69 Tregs under polyclonal stimulus with or without anti-CD69 2.2 or isotype
control 2.8mAbs. Left, percentage of suppression. Center, Tconv proliferation. Right, CD69 expression in gated Tregs. (E) FACS analysis of in vitro iTreg differentiation cultures of CD4þ
naïve TCs from OT-II Cd69þ/þ or OT-II Cd69/ mice. Bars show the percentage of CD4þFoxp3þ iTregs obtained. (F) iTreg suppression assay of Tconvs cultured with OT-II Cd69þ/þ or
OT-II Cd69/ iTregs. (G) iTreg differentiation cultures with naive CD4þ T cells from B6 WT and CD69/with normal TCR repertoire and cultured together with DCs, anti-CD3/CD28,
TGF-b and IL-2 and (H) iTreg suppression assay of Tconvs cultured with iTregs WT and CD69/ from B6 mice. (I) FACS analysis of splenic CD4þFoxp3þ -CD69þ and -CD69 natural
Tregs from Foxp3-RFP reporter mice (up left). CD4þFoxp3þ -CD69þ and -CD69 nTregs were sorted (up right) and suppression assays of Tconvs were performed. CellViolet show
proliferation of Tconvs and bar charts percentage of suppression (lower panels). Data are representative of three (AeC) or nine (D) independent experiments (n ¼ 3). Errors bars
represent mean ± SD. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001.
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Fig. 3. STAT5 and Erk 1/2 activation controls the suppressor potential of Tregs. FACS analysis shows purity and CD69 expression of naïve T cells (A) and Tregs (B) from Cd69þ/þ or
Cd69/mice. Kinetics of STAT5, Erk and Akt phosphorylation after TCR stimulation; gray histograms represent non-stimulated cells and phosphorylation was measured as MFI fold
change. Data are representative of three independent experiments. (C) STAT5 phosphorylation in Tregs stimulated 30 min with IL-2. (D) In vitro suppression assays after pre-
treatment of Tregs with the indicated concentrations of Erk inhibitor U0126 for 2 h. *P < 0.5, **P < 0.01 (comparison of Cd69þ/þ versus Cd69/ Treg), #P < 0.05 (untreated
CD69/ Tregs versus 20 mM U0126 pre-treated CD69/ Tregs). CellViolet indicate Tconv proliferation. (E) In vitro pre-treatment of Tregs with 20 mM U0126 partially restores
suppressor ability of sorted CD69 Tregs and Cd69/ Tregs. Upper histograms, cell violet analysis of Tconv proliferation. Lower, percentage of suppression. (F) In vivo pre-treatment
daily with 100 mg/kg of Erk inhibitor ci1040 (100 mg/kg) or vehicle. Suppressor ability of derived Tregs was tested in vitro. Left, percentage of suppression. Right, Tconv proliferation
in co-culture. Data are representative of at least 3 independent experiments. Errors bars represent mean ± SD. *P < 0.05, **P < 0.01.
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expression showed that CD69þ and CD69 Tregs express similar
levels of the membrane antigens analyzed (Supplementary
Fig. S5A). CD69þ Tregs expressed high levels of Tbx21 (T-bet),
which together with FoxP3 is important for the suppression of
immune responses in vivo [20] (Supplementary Fig. S5B). Inter-
estingly, expression of Icos and FasL, which are involved in
immune-suppression pathways, was enhanced in CD69þ Tregs
(Fig. 4G). These data indicate that CD69þ Tregs and CD69 Tregs
exist as two independent populations with different pattern of
gene expression.3.5. Tregs from Cd69/ mice have reduced capacity to maintain
immune tolerance and suppress inﬂammation in vivo
We next investigated the tolerogenic potential of Cd69þ/þ and
Cd69/ Tregs in a model of sensitization to inhaled harmless an-
tigens. In this model, primary tolerogenic challenge by intra-
tracheal (i.t.) injection of OVA did not lead to sensitization or lung
inﬂammation upon repeated challenge with aerosolized OVA in
CD69þ/þ mice. However, analysis of bronchoalveolar lavage (BAL)
ﬂuids as previously described [14] showed increased neutrophil
and macrophage inﬁltration in Cd69/mice (Fig. 5A). Detection of
Fig. 4. CD69þ Tregs secrete high amounts of TGF-b and express high levels of immune-suppression related genes. TGF-b and IL-2 secretion by Tregs after TCR stimulation with anti-
CD3/CD28 for 48 h (A) or after co-culture with Tconvs and iAPCs (B) measured by ELISA. Results are representative of three independent experiments. (CeD) Relative Foxp3 mRNA
expression in ex-vivo sorted CD69þ and CD69 Tregs from Cd69þ/þmice, and Cd69 Tregs from Cd69/mice (C) or in vitro differentiated iTregs obtained from OT-II Cd69þ/þ or OT-II
Cd69/ mice (D). (EeG) qPCR analysis of immune-related genes in ex-vivo sorted CD69þ and CD69 Tregs. Heat map represent fold increase to internal standards. Data are means
from three biological samples. Errors bars represent mean ± SD. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001.
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Elastase probe administration conﬁrmed that only Cd69/ mice
developed inﬂammation under tolerogenic conditions, indicating
that the absence of CD69 impairs the maintenance of tolerance in
lungs (Fig. 5B). We found higher neutrophil inﬁltration in Me-LNs
from OVA-sensitized Cd69/ mice (Fig. 5C) and this was
conﬁrmed by tomographic imaging (Fig. 5D). Moreover, transgenic
OTKO mice fail to establish lung tolerance, compared to OTII, after
OVA exposure, similar to CD69/ mice in BALB/c background
(Fig. 5E). In a different experiment, after the i.t. tolerogenic chal-
lenge, mice were i.p. immunized with OVA, in order to study the
induction of tolerance after immunization with the same antigen.
After aerosol exposure to OVA mice developed airway inﬂamma-
tion, although the neutrophil inﬁltrationwas signiﬁcantly higher in
Cd69/mice than in Cd69þ/þmice (Fig. 5F). Neutrophil inﬁltration
in lungs and tracheas assessed by tomographic imaging was higher
in OVA-treated Cd69/ mice (Fig. 5G), indicating that CD69
expression is necessary for themaintenance of tolerance in amouse
model of airway inﬂammation.
The lack of CD69 expression on Tregs diminishes the potential to
suppress inﬂammation in response to inhaled antigens (Fig. 5). To
rule out an effect to differences in cell migration capacities ofCd69þ/þ and Cd69/ Tregs after OVA challenge, we analyzed the
content of CD4þFoxP3þ cells in BALS ﬂuid (Fig. 6A) and Me-LNs
(Fig. 6B) ﬁnding no signiﬁcant differences in Tregs cell numbers
between the two genotypes. Analysis of tracheas by whole mount
staining confocal microscopy detected higher numbers of peri-
vascular inﬁltrating neutrophils in Cd69/mice (Fig. 6C); however,
we did not observe any differences in total numbers of FoxP3þ cells
migrating to this tissue, indicating that the migration of FoxP3þ
cells is not affected by CD69 expression (Fig. 6D). Moreover, we
analyzed the expression levels of S1P1 receptor, a molecule
involved in T-cell migration regulated by CD69 expression on the
membrane [4]. We did not ﬁnd any differences in S1P1 receptor
expression levels between Cd69/ and Cd69/ Treg cell subsets
(Supplementary Fig. S6).
3.6. Cd69/ Tregs show impaired function in cell therapy protocols
To demonstrate that CD69 expression on Tregs is required to
restore lung homeostasis and suppress inﬂammation in response to
inhaled antigens, we immunized Cd69þ/þ or Cd69/ mice with
OVA. MS-LNs were collected and cells were ex-vivo expanded with
TGF-b1 and IL-2 in the presence of iAPCs pre-incubated with OVAp.
Fig. 5. Cd69/ Tregs show impaired ability to suppress airway inﬂammation in vivo in a model of lung tolerance. (A) Mice were treated with OVA i.t. 20d before PBS or OVA-
aerosolized challenge. Left, ﬂow cytometry analysis of BALS cells stained with a-CD11b and a-Gr-1, showing the percentage of neutrophils. Right, absolute numbers of neutro-
phils recruited in BALS are shown (B) In vivo detection of activated neutrophils in airways by three-dimensional tomographic imaging in mice treated as in A (left). Right, quan-
tiﬁcation of Neutrophil Elastase 680 probe ﬂuorescence activity. (C) FACS analysis of neutrophils in cell suspensions from Me-LNs. (D) Left, ex vivo tissue imaging of excised Me-LNs
from OVA-challenged Cd69þ/þ and Cd69/ mice. Right, quantiﬁcation of Neutrophil Elastase 680 probe ﬂuorescence activity in the individual lymph nodes excised from different
mice (white boxes). Red bars represent means. (E) OTII and OTKO mice were injected i.t. with endotoxin free OVA previous nebulizations with PBS or OVA and percentage of
neutrophils in BALS were analyzed 24 h after the last exposure to the antigen by FACS. (FeG) Mice were treated with OVA i.t. to induce tolerance and then with OVA i.p. before PBS
or OVA-aerosolized challenge. Detection of neutrophils by tomographic imaging of airways in vivo or in resected lungs and tracheas (lower panels). (G) Neutrophil Elastase 680 probe
ﬂuorescence activity quantiﬁcation. Data are representative of three (AeB) or two (E) independent experiments (n ¼ 5e7). *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001.
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Fig. 6. Migratory behavior of FoxP3þ cells to the airways and lymph nodes is not affected in CD69/ mice. (A) FACS analysis of CD4þFoxP3þ Tregs in BALS from mice treated with
OVA i.t. before PBS or OVA-aerosolized challenge. Left, numbers indicate the percentage of cells within squares in dot plots. Right, absolute cell numbers of Tregs; red bars indicate
means. (B) Analysis of Tregs in Me-LNs from Cd69þ/þ and Cd69/mice treated as in (A). (CeD)Whole-mount staining with CD31 to visualize vasculature (red) from tracheas of mice
treated as in A. (C) Neutrophil inﬁltration in the trachea analyzed by whole-mount staining as described under methods. Tissues were stained with a rabbit anti-mouse CD31
followed by a goat anti-rabbit Rhodamine Red-X to visualize vasculature (red). In parallel, Neutrophil elastase 680 ﬂuorescent probe was detected with a 633 laser line (bright blue).
Figure shows the three-dimensional isosurface rendering of confocal image stacks. Bars, 30 mm. (D) Whole-mount staining of Foxp3 (Tregs, green) and CD31 (vasculature, red) in
tracheas from PBS or OVA-challenged Cd69þ/þ and Cd69/ mice. Bars, 20 mm. Data are from three independent experiments (n ¼ 6).
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adoptively transferred into recipient Cd69þ/þ or Cd69/ mice on
day 19 of i.t. injection with OVA (see scheme in Fig. 7A). After the
treatment with iTregs, all groups of mice were aerosolized with
OVA three consecutive days 30 min each and i.v. injected with the
neutrophil elastase probe 12 h previous analysis. In vivo imaging
analysis by quantitative tomography indicated that none of the
recipient mice developed features of lung inﬂammation when
challenged with PBS aerosol or transfer of Tregs derived from
Cd69þ/þ donor mice. Interestingly, whereas an inﬂammatory
response was detected in the lungs of Cd69/ recipient mice
treated with Cd69/ donor Tregs, inﬂammation was completely
abolished in Cd69/mice receiving immunotherapy with Cd69þ/þ
Tregs (Fig. 7B and C). In parallel, a different group of mice was
adoptively transferred with 2  105 freshly isolated CD25þ natural
Tregs cells from WT or CD69/ mice, obtained from spleens by
FACS sorting. Percentage of neutrophils in BALS was analyzed 24 h
after the last exposure to PBS or OVA. Conﬁrming the previous
adoptive transfer experiment, the tolerance for OVAwas restored in
CD69/mice treated with CD69 expressing natural Tregs (Fig. 7D).
To rule out a role in Treg migration, we analyzed CD4þFoxp3þ Treg
cells in mediastinal lymph nodes and BALS after adoptive transfer
experiment using nTregs. Although we ﬁnd an increase in Treg
numbers from BALS after OVA exposure, we do not detect any
signiﬁcant differences between WT and CD69/ mice transferred
with CD69þ or CD69 nTreg cells (Supplementary Fig. S7), thus
conﬁrming our previous results pointing to a dysfunction in CD69/
 Tregs rather than a defect in their migration.
4. Discussion
Here we identify a unique CD69-constitutive expressing subset
of Treg cells in homeostatic and inﬂammatory conditions withhigher suppressor potential, than the classical FoxP3þ Treg cell
population as a whole. Consistent with previous evidence that a
subset of thymocytes with high expression of CD69 is the precursor
of human natural Tregs [21], the peripheral subset of CD69þ Treg
differs from CD69 Tregs in the basal expression levels of naturally
occurring Treg markers, such as CD25, CTLA-4, ICOS, CD38 or GITR
[22]. More importantly, FoxP3þCD69þ-Tregs are the more effective
subset suppressing Tconvs; and downregulation of the CD69 re-
ceptor after antibody treatment inhibited their suppressor poten-
tial, indicating that functional suppressor Tregs constitutively
express CD69.
Our data support the notion that the CD69þ Treg cell subset is
the functional suppressive population within the classical
CD4þCD25þFoxP3þ Tregs. However, different subsets of inducible
CD69þ Tregs have also been reported in mice, CD4þCD25FoxP3
Treg precursors, express CD69 on their membrane upon activa-
tion with oral OVA [23], 2,4,6-trinitro-1-chlorobenzene [24] or
after migration within lymphoid organs [25] and tumor induc-
tion [26], and exert their function mainly through membrane-
bound LAP/TGF-b1. Similarly, recent studies in humans have
found the CD69þCD4þFoxP3LAPþ Treg subset in peripheral
blood [27], CD69þCD71þ Tregs after allospeciﬁc activation in vitro
[28], and the diminished suppressive function of Tregs from
systemic sclerosis patients, correlating with lower CD69
expression [29].
FoxP3 has been postulated as a master lineage speciﬁcation
factor for Tregs; however, the data are contradictory, with some
groups postulating that FoxP3þ T cells are a suppressive population
[30] and others describing an incomplete suppressive function in
this population [31e33]. Our data reveal that, within the FoxP3þ
cells, the CD69þ subset is the most potent with suppressive ca-
pacity in vitro and in vivo. Recent data indicate that CD69 associates
with the Jak3/STAT5 pathway, triggering STAT5 phosphorylation
Fig. 7. Cell therapy with Cd69þ/þ Tregs restores lung tolerance in Cd69/ mice. (A) Scheme depicting adoptive transfer with inducible iTregs or natural nTregs obtained from
Cd69þ/þ and Cd69/mice before PBS or OVA-challenge. (B) Detection of activated neutrophils in airways by tomographic imaging. Three-dimensional regions represent neutrophil
elastase activity in upper airways and lung (white boxes) of PBS or OVA-challenged Cd69þ/þ and Cd69/ BALB/c mice treated with ex vivo expanded Cd69þ/þ or Cd69/ iTregs.
Quantiﬁcation of Neutrophil Elastase 680 probe ﬂuorescence activity after treatment with iTregs (C) or nTregs (D). Circles and squares indicate Cd69þ/þ and Cd69/ host mice and
white and black symbols indicate mice treated with exogenous Cd69þ/þ or Cd69/ Tregs, respectively. Data are representative of two independent experiments (n ¼ 4e7). *P < 0.05,
**P < 0.01, ***P < 0.001.
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critical role in Treg development [16]. STAT5 phosphorylation,
which is critical for Treg thymic differentiation, is diminished in
Cd69/ Tregs and lower strength of TCR or costimulatory signals is
required to maintain FoxP3 expression on Tregs, through the in-
hibition of the AKT/mTOR pathway in a TGF-b independent manner
[34,35]. Moreover, inhibition of the ERK MAPK pathway increases
the frequency of FoxP3þ Tregs in a mechanism dependent on TGF-b
signaling [36]. Here we show that, although the AKT pathway and
FoxP3 expression at mRNA or protein levels are not altered in the
absence of CD69 expression in Tregs, the ERK MAPK pathway re-
mains phosphorylated only in CD69/ Treg cells after long term
TCR signaling. Since ERK is not active in CD69þ/þ Tregs, the pre-
treatment of Tregs during 2 h with ERK inhibitor may be effective
only in CD69/ Tregs with activated ERK, having no effect on
CD69þ/þ Tregs with down-regulated ERK signaling. Therefore, in-
hibition of the ERK1/2 pathway in Cd69/ Tregs restores their
suppressive function in vitro and in vivo [37]. Interestingly, the
secretion of TGF-b by CD69-deﬁcient Tregs after TCR stimulation is
signiﬁcantly inhibited, indicating that CD69 exerts its immuno-
regulatory role through the control of the ERK MAPK pathway in
a mechanism dependent on TGF-b.
The regulation of the immune response to aeroantigens is
critical for maintaining immune tolerance in the lungs and pre-
venting airway inﬂammatory disease [38]. In a previous work we
demonstrated that CD69 expression in effector T cells negatively
regulates Th2 and Th17 cell-driven inﬂammatory responsesassociated to allergic asthma and contact dermatitis [39]. How-
ever, the role of CD69 in the function of regulatory T cells and the
maintenance of lung tolerance has not been before explored. Treg
subset is central to the maintenance of mucosal tolerance, and
defects in the development or function of these cells lead to
exacerbated airway inﬂammation typical of allergies and asthma
[14,40,41]. Our studies with a model of lung tolerance show that
Cd69/ Treg cells exhibited a diminished potential to suppress
OVA-speciﬁc inﬂammatory responses, indicating that Treg func-
tion or migration to the lungs was impaired. Adoptive transfer
experiments unequivocally demonstrate that only the
FoxP3þCD69þ Treg subset is able to maintain self tolerance in
Cd69/ mice. However, in vivo analysis of Treg migration to tra-
chea, alveoli and mediastinal lymph nodes indicates an identical
pattern of migration by CD69þ/þ and Cd69/ Tregs. The rate of T
cell migration to the inﬂamed tissue is also regulated by the S1P/
S1P1 pathway, and it has been demonstrated a role of CD69 in the
negative regulation of S1P1 expression levels in T cells [4,42] and
Dendritic cells [43]. In contrast to our previous observations in
CD69/ Th17 cells [39], we have detected any signiﬁcant differ-
ence in S1P1 expression between Cd69þ/þ and Cd69/ Tregs,
suggesting that those are not altered by differential expression of
S1P1. Moreover, S1P1 is an inhibitor of Treg cell function through
AKT-mTOR pathway [44] and we have not found any differences in
this signaling pathway by Cd69þ/þ and Cd69/ Tregs, indicating
that CD69 regulation of Tregs function or migration is indepen-
dent on their expression of S1P1.
J.R. Cortes et al. / Journal of Autoimmunity 55 (2014) 51e62 615. Conclusions
Several mechanisms of suppression by Tregs have been pro-
posed; however, Tregs need to express CD69 to sustain immune
tolerance. Our results thus show that CD69 is a keymolecular target
for controlling Treg-suppressive function and development of
inﬂammation. The identiﬁcation of this new subset of CD69þ Tregs
paves the way toward the development of new strategies of Treg
cell isolation for therapeutic purposes towards chronic inﬂamma-
tory and autoimmune diseases.
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Introduction
Selenium is one of the essential trace elements and has great 
importance in nutrition and medicine due to its antioxidant properties. 
The relationship between selenium intake/status and several health 
outcomes such as cancer, cardiovascular disease, diabetes and male 
fertility have been recently reviewed [1]. It is known that the dose and 
the chemical form of selenium have a significant influence on these 
beneficial effects [2].
Selenium nanoparticles (SeNPs), which are considered a novel 
Se compound, are attracting increasing attention of the scientific 
community due to their excellent antioxidants properties and low 
toxicity in comparison with other Se-species such as selenomethionine 
(SeMet) [3], selenium methyl selenocysteine (SeMeSeCys) [4] and 
selenite (Se IV) [5]. It has also been reported that SeNPs exhibit a great 
selectivity between cancer and normal cells showing a broad spectrum 
of growth inhibition for A375, CNE2, MCF-7 and HepG2 cancer cells 
This effect was more pronounced than when using Se IV at a similar 
concentration [6]. Recently, it has also been shown the anti-proliferative 
effect of SeNPs on HeLa, MDA-MB-231 and HepG2 cells in a dose-
dependent manner by induction of cell cycle arrest [7,8]. However, the 
biomolecular mechanisms involved in this inhibitory effect have not yet 
been fully understood. 
Proteomics is a powerful tool for describing complete proteomes 
at the organelle, cell, organ or tissue levels. Among all the proteomic 
approaches available, quantitative strategies are particularly attractive, 
since they allow for identification of differentially expressed proteins by 
comparing proteomes as affected by different conditions [9]. In this way, 
the identification of changes in individual proteins or group of proteins 
associated with SeNPs exposure could help to gain insight into the 
mechanisms of action of these NPs. Between the different alternatives 
for relative protein quantitation, stable isotopic labeling by amino acids 
in cell culture (SILAC) is one of the most reliable alternatives [10].
In this work, we investigated the potential cytotoxic effects of 
chitosan-stabilized selenium nanoparticles (Ch-SeNPs) and the 
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Abstract
Selenium nanoparticles have been recently proposed as a potential chemotherapeutic agent due to its low toxicity 
and its ability to arrest the cell cycle of cancer cells. However, the biochemical mechanisms associated to this effect 
have not yet been uncovered. We evaluate here the potential of chitosan-stabilized selenium nanoparticles to induce 
cell cycle arrest and to inhibit in-vitro invasiveness in HepG2 cells. In addition, we use a quantitative proteomic approach 
to identify potential protein targets involved in the mechanisms associated to selenium nanoparticles exposure. Our 
data suggest that the induction of the cell cycle arrest at the S phase is mediated by de-regulation of the eIF3 protein 
complex. We found additional de-regulated proteins upon selenium nanoparticles exposure that could also be involved 
in the overall inhibition of cell proliferation. These findings not only support the potential of chitosan-stabilized selenium 
nanoparticles as anti-cancer therapy but also provide a deeper insight into the mechanisms associated to their 
chemotherapeutic effects.
biological mechanisms involved in the interaction of Ch-SeNPs 
with a human hepatocarcinoma (HepG2) cell line. We evaluated key 
parameters such as cellular viability, cellular uptake and localization, 
apoptosis and cell cycle pattern. In addition, we used SILAC for the 
identification of specific protein targets affected upon Ch-SeNPs 
exposure. Our data allowed us to dissect the mechanism by which Ch-
SeNPs induce cell cycle arrest at the S phase. We conclude that Ch-
SeNPs induced de-regulation of the eIF3 protein complex that affect 
the protein synthesis machinery inhibiting cell cycle progression. 
Finally, we demonstrated that exposure to Ch-SeNPs inhibit in-vitro 
invasiveness of HepG2 cells, thus supporting the idea of Ch-SeNPs as a 
potential chemotherapeutic agent [11].
Methods
Synthesis of Ch-SeNPs 
Preparation of Ch-SeNPs was performed according to a previously 
described procedure [12] using chitosan polysaccharide as stabilizer 
and ascorbic acid as reducer. Synthesized Ch-SeNPs were stored at 4°C 
up to two months. Ch-SeNPs were characterized by TEM (see below).
Cell culture and treatment 
Human hepatocarcinoma (HepG2) cells were maintained in 
Dulbecco´s Modified Eagle´s Medium (DMEM) supplemented with 
fetal bovine serum (10% v/v) and antibiotics in 5% CO2 at 37°C. Ch-
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SeNPs of 50-60 nm diameter were added at different concentrations 
ranging from 0.1 to 20 µg ml-1 and incubated for 48 h. Cells were then 
washed twice in phosphate-buffered saline (PBS) and harvested using 
0.25% trypsin/0.1% EDTA.
Transmission electron microscopy analysis
For characterization of the synthesized Ch-SeNPs, droplets of 
the dispersion were placed onto a holey carbon film on copper grids. 
Micrographs were obtained using the JEOL 1010 JEM transmission 
electron microscope (JEOL) operating at 100 kV. Internalization of 
the NPs in HepG2 cells was observed after treatment with 1 µg ml-1 
Ch-SeNPs for 48 h. Following exposure, attached cells were washed 
with PBS and ﬁxed in situ with glutaraldehyde (2.5% v/v) and 
p-formaldehyde (4% v/v) in PBS at 4°C for 4 h. Cells were then washed 
and stored in PBS at 4°C overnight. After post-fixation with osmium 
tetroxide (1% v/v) for 1 h at room temperature and in the dark, the cells 
were dehydrated in graded ethanol series (from 30% to 100% ethanol) 
and harvested with propylene oxide. Cell suspensions were centrifuged 
at 1500 rpm for 30 seconds and the propylene oxide was removed. The 
pellets were treated with a mixture of resin:acetone and finally, treated 
with 100% resin. The resulting blocks were incubated at 65°C for 48 
h until complete embedding. Ultrathin sections were cut, transferred 
onto copper grids and examined by TEM.
Cell viability assay 
Cell viability was measured by the MTT assay. Briefly, cells were 
seeded in a 96-well plate at a concentration of 5x104 cells per well and 
exposed to Ch-SeNPs, Se IV or Ch-SeNPs synthesis media during 48 
hours. 20 µl of 5 mg ml-1 MTT solution were added to the cells and 
incubated for 4 h at 37°C. Then, the media was removed and 100 µl of 
dimethyl sulfoxide was added. Absorbance was measured at 595 nm in 
a microplate reader. 
Determination of internalized Ch-SeNPs by ICP-MS
Internalization of Ch-SeNPs was quantified in HepG2 cells exposed 
to 1 µg ml-1 Ch-SeNPs for 48 hours. After treatment, the exposure media, 
the PBS used for washing the cells and the cell pellet were digested in a 
microwave oven with a mixture of HNO3 (65%) and H2O2 (35%) (2:1). 
Digested samples were appropriately diluted with distilled water and 
then Se was determined using an Agilent HP 7700x inductively coupled 
plasma-mass spectrometer (ICP-MS) (Agilent). 
Flow cytometry analysis
Measurement of apoptosis in Ch-SeNPs and Se IV exposed cells 
was performed using an Annexin V-FITC kit (Sigma) following the 
manufacturer’s instructions. Around 1x106 cells were treated with 1 µg 
ml-1 Ch-SeNPs for 48 hours. Then, cells were washed with PBS and re-
suspended in 1 ml binding buffer solution at pH 7.5 containing HEPES/
NaOH (100 mM), NaCl (1.4 M) and CaCl2 (25 mM). Annexin V-FITC 
conjugate (5 µl) and propidium iodide (10 µl) were added to 500 µl of 
the cell suspension in order to label the apoptotic and necrotic cells, 
respectively. Cells were incubated in the dark at room temperature, 
and immediately examined using a FACScan flow cytometer (Becton-
Dickinson). For evaluating the cell cycle arrest after exposure to Ch-
SeNPs or Se IV, 1x106 HepG2 cells were re-suspended in 250 µl of PBS 
and mixed with an equal volume of a solution containing 60% ethanol 
(v/v) and 20 µg ml-1 of Hoechst 33258 reagent. Cells were incubated for 
at least 45 min at room temperature and the DNA content analyzed by 
flow cytometry. 
Immunofluorescence assay 
Cells were seeded onto cover slips and incubated with 1 µg ml-1 Ch-
SeNPs for 48 h. Cells were washed with PBS, fixed with paraformaldehyde 
(4% v/v) in PBS for 10 min and permeabilized with Triton-X100 (0.1% 
v/v) in PBS for 15 min. Cells were blocked with bovine serum albumin 
(BSA, 2% w/v) for 1 h, followed by incubation with the primary antibody 
anti-eIF3a (1:100) (Bethyl) or anti-eIf3b (1:100) (BioLegends) for 40 
min at room temperature on humid chamber. After three washings with 
PBS, cells were incubated with Alexa Fluor 586-labeled anti-rabbit lgG 
(1:1000) (Invitrogen) for 30 minutes at room temperature, followed by 
incubation with Alexa Fluor 488-labeled phalloidine (1:60) (Invitrogen) 
for 20 min at room temperature. Finally, VectaShield (Atom) was used 
for staining the nuclei with 4´,6-diamino-2-phenylindole (DAPI) and 
as a mounting media. Fluorescence microscopy was performed in a 
Motic AE31 epifluorescence microscope. 
eIF3 gene knockdown
Human epithelial cervix carcinoma HeLa cells were seeded at 5x104 
cells/well in 24-well plates and transfected with either eIF3 (30 pmol) or 
scrambled control siRNA (30 pmol) (Santa Cruz) using lipofectamine 
(Sigma) (1 µl) as transfection reagent and reduced serum media (opti-
MEM) as transfection media. Cells were incubated in the transfection 
media for 5 h. The transfection was stopped by adding complete 
DMEM 10% FBS. After incubation for 24 h at 37°C 5% CO2, the cells 
were harvested for further analyses. 
Western blotting
Whole total lysates were separated by SDS-PAGE and transferred 
to nitrocellulose membranes. Membranes were blocked in PBS-tween 
buffer (PBST, 0.05% v/v) containing 3% skim milk and incubated 
overnight at 4°C with the corresponding primary antibodies to the 
following: eukaryotic initiation factor 3 subunit b (eIF3/p116), 1:1000 
(Biolegend), methyl tetrahydrofolate reductase 1 (MTHF1), 1:1000 
(Santa Cruz). After washing with PBST, membranes were incubated 
with HRP-conjugated secondary antibodies (Santa Cruz) for 1 h at 
room temperature, and specific proteins were visualized by enhanced 
chemiluminescence detection.
Matrigel invasion assay
Invasion assay was performed using Matrigel in 24-well plates, 
as per manufacturer´s instructions. Briefly, Matrigel was mixed with 
culture media (1:1) and 200 µl of the mixture was placed in each 
well and polymerized for 30 min at 37°C. A suspension of 5x104 cells 
previously exposed to Ch-SeNPs (0.5 and 1 µg/ml for 48h) was added 
to the bottom of the well. Invasion of HepG2 cells was observed after 
incubation at 37°C for 5 h by phase-contrast microscopy.
Protein identification and quantitation
HepG2 cells were grown in either ‘light’ (12C6-Lys and 12C6-Arg) 
or ‘heavy’ (13C6-Lys and 13C6-Arg) DMEM medium containing 10% 
dialyzed FBS and 100 units/ml of penicillin/streptomycin. Cells were 
grown for at least six doublings to allow full incorporation of labeled 
amino acids. Two large-scale SILAC replicates (107 cells per condition) 
were performed. Complete incorporation of 13C6-Lys and 13C6-Arg 
after six cell divisions in isotopically heavy medium was verified by 
MS of a protein digest. Cells labeled with “heavy” (direct SILAC) or 
“light” (reversed SILAC) amino acids were exposed to 1 µg ml-1 Ch-
SeNPs for 48 hours. Cells grown with “heavy” and “light” medium were 
mixed in a 1:1 ratio before subsequent processing. Cells were lysed in 
a buffer containing 1% Triton X-100, 150 mM NaCl, 20 mM Tris, pH 
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8, 0.2 mM ethylene diamine tetraacetic acid (EDTA), 2 mM Na3VO4, 
2 mM NaF, and protease inhibitors (Complete tablet; Roche). Proteins 
were then separated by SDS-PAGE on 10% SDS-polyacrylamide gels. 
After electrophoresis, the proteins were visualized by Coomassie blue 
staining and in-gel digested as previously described [13].
The peptide mixtures from the different in-gel tryptic digestion 
fractions were loaded onto a trap column (Reprosil C18, 3 μm 
particle size, 0.3 x 10 mm, 120 Å pore size, SGE) and then eluted to 
the analytical column (Acclaim PepMap 100, C18, 3 μm particle 
size, 75 μm x 150 mm, 100 Å pore size, Dionex, LC Packings) with a 
linear gradient of 5-95% ACN in 0.1% formic acid. The samples were 
delivered over 120 min by a nano-LC ultra 1D plus system (Eksigent) at 
a flow-rate of 200 nl/min, through the analytical column to a stainless 
steel nano-bore emitter (O.D. 150 um, I.D. 30 um Proxeon, Odense, 
Denmark). The peptides were scanned and fragmented with an LTQ 
XL linear ion trap mass spectrometer (Thermo Scientific, San Jose, CA) 
operated in data-dependent ZoomScan and MS/MS switching mode 
using the three most intense precursors detected in a survey scan from 
400 to 1600 u (three µscans). ZoomScan mass window was set to 12 
Da enabling monitoring of the entire 12C/13C isotopic envelope of most 
doubly and triply charged peptides. Singly charged ions were excluded 
for MS/MS analysis. Normalized collision energy was set to 35% and 
dynamic exclusion was applied during 3 min periods to avoid repetitive 
fragmentation of ions. 
Generated raw files were converted to mgf files (Bioworks 3.3.1) 
for submission to the MASCOT database. A database containing 
the NCBInr Homo Sapiens sequences (as of November 2012, 35586 
sequences) was searched using the MASCOT protein identification 
software (v2.3 Matrix Science). Search criteria included trypsin 
specificity with one missed cleavage allowed, and with methionine 
oxidation, 13C6-Arg and 13C6 –Lys as variable modifications. Minimum 
precursor and fragment-ion mass accuracies of 1.2 and 0.3 Da were 
used. To consider a protein as an accurate identification, at least one 
unique peptide (bold-red peptides meaning highest scoring peptide 
matching to protein with highest total score) with a Mascot score 
higher than 39 (p<0.05) and a minimum total protein score of 46 
(p<0.01) were required. The false positive rate was calculated by 
searching the same spectra against the NCBInr Homo sapiens decoy 
database. Relative quantification ratios of identified proteins based on 
peak area were calculated using Quixot v.1.3.26 open-source software 
(http://150.244.205.155/mediawiki/index.php/QuiXot). Protein ratios 
obtained by Quixot were verified manually for all peptides. Functional 
processes and subcellular localization of the proteins identified by 
SILAC were assigned based on the biological knowledge available in 
Gene Ontology (GO) annotations. 
Results
Synthesis, characterization and cytotoxicity of Ch-SeNPs
We used transmission electron microscopy (TEM) to characterize 
the synthesized Ch-SeNPs under different concentrations of chitosan 
in terms of particle size, morphology and aggregation. In all cases, Ch-
SeNPs presented a spherical structure with particle size between 10 nm 
to 60 nm. However, the size distribution was significantly affected by 
the concentration of chitosan. 0.1% chitosan provided a homogeneous 
dispersion in which around 80-90% of the Ch-SeNPs had a size in the 
range 40-60 nm (Figure 1A) and thus, we selected this concentration 
for further experiments. 
Figure 1B shows the viability of HepG2 cells exposed to different 
concentrations of Ch-SeNPs, Se IV and the synthesis media during 
48 h. Cell viability decreased with increasing NPs concentration and 
exposure times. While the higher concentrations of Ch-SeNPs and Se 
IV concentrations caused an almost 100% decrease on cell viability, the 
lowest concentration did not significantly affect cell. In order to evaluate 
the effect of Ch-SeNPs but without drastically compromising the cell 
viability, we selected 1 µg ml-1 Ch-SeNPs for further experiments. Our 
data also pointed out that there were only a slight decreased in the 
viability of cells exposed to Se IV as compared to Ch-SeNPs and that 
the synthesis media (containing chitosan and ascorbic acid) did not 
significantly affect the viability of the cells.
Flow cytometry assays
Figure 2A shows the data obtained from flow cytometry analyses 
regarding the degree of apoptosis and necrosis in cells exposed to Ch-
SeNPs and Se IV. We did not observe significant differences in the 
number of apoptotic or necrotic cell populations between control and 
cells exposed to Ch-SeNPs. However, cells exposed to Se IV showed a 
significant increase in apoptotic cells. We also used flow cytometry to 
further investigate the influence of Ch-SeNPs and Se IV exposure on 
the cell cycle patterns of HepG2 cells by measuring the content of DNA 
(Figures 2B and 2C). After exposure to Ch-SeNPs, the number of cells 
in G0/G1 decreased to the same point that the populations in S-G2/M 
increased. The number of cells in sub-G0 (apoptotic cells) significantly 
increased in cells exposed to Se IV, thus confirming the apoptosis assay.
Cellular uptake and localization of Ch-SeNPs 
We determined the total Se content in the cell culture media, in the 
PBS washing solution and in the pellet of cells exposed to 1 µg ml-1 Ch-
SeNPs for 48 h by ICP-MS. The data obtained showed that the majority 
of Se was found in the culture media and that only 1% of the total 
Se added was internalized by the cells after 48 h. Then we used TEM 
for investigating the cellular localization of Ch-SeNPs. As shown in 
Figure 3, Ch-SeNPs were uptaken by HepG2 cells, localized in vacuoles 
(Figure 3A), also distributed throughout the cytoplasm (Figure 3B) and 
in subcellular organelles such as mitochondria and the endoplasmic 
reticulum (ER) (Figures 3C and 3D). In addition, about 90% of cells 
exposed to Ch-SeNPs exhibit more than 2-fold increase in the number 
of vacuoles as compared to control cells (Figures 3E and 3F).
Quantitative proteomics
To identify the proteins altered after Ch-SeNPs exposure, we 
performed two large-scale SILAC experiments (Figure 4A). Mass 
spectrometry analysis identified a total of 1170 proteins with at least one 
unique peptide in the two SILAC experiments and a false discovery rate 
of 0.4% estimated from the number of hits against the reverse sequence/
total hits ratio, p>0.01. However, only 650 proteins passed the criteria 
established for protein quantitation, which include identification 
of at least two unique peptides with a MASCOT score >39 for the 
peptides and >46 for the full protein. Out of these proteins, 481 were 
found in both replicates (Supplementary Information, Table S1). The 
global overlap between the two SILAC experiments was 69%. We then 
focused on proteins with at least 1.3-fold difference between control 
and exposed cells and with 20% as the maximum relative standard 
deviation between peptides within each protein. Most of the identified 
proteins had a SILAC ratio close to 1. Judge by this criteria, 41 proteins 
were considered significantly altered in Ch-SeNPs exposed HepG2 cells 
compared with control cells. Of these, 21 were up-regulated and 20 
down-regulated (Table 1).
For an unbiased search of pathways involved in Ch-SeNPs 
exposure, we submitted the 41 altered proteins to knowledge-based 
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Ingenuity pathway analysis (IPA). This allowed us to identify enriched 
canonical pathways involved in cell growth, cell proliferation, protein 
synthesis, DNA replication, nucleic acid metabolism, post-translational 
modification and cellular death. We also classified the differentially 
expressed proteins to their molecular and cellular functions using 
the gene ontology (GO) database. We found altered proteins involved 
in cell cycle regulation, cellular compromise, cellular growth and 
proliferation, amino acid metabolism and cell morphology (Figure 4B). 
Fluorescence microscopy inspection of eIF3a and eIF3b levels
Figure 5 shows the fluorescence microscopy images of HepG2 
cells (control and exposed to 1.0 µg ml-1 Ch-SeNPs) prior an 
immunofluorescence assay to evaluate the level of expression of 
eIF3a and eIF3b subunits. The expression of both subunits appeared 
significantly inhibited after exposure to Ch-SeNPs for 48 h. These 
results are in agreement with the proteomic data obtained and suggest 
that exposure to Ch-SeNPs inhibit the levels of expression of the eIF3 
complex.
eIF3 silencing 
To support the idea that the mechanism by which Ch-SeNPs induce 
cell cycle arrest at the S phase is by inhibiting the expression of most 
subunits of the eIF3 complex, thus affecting the protein synthesis 
machinery, we investigated whether siRNA-mediated gene knockdown 
of the eIF3b subunit induces cell cycle arrest in a similar manner to 
Ch-SeNPs exposure in HeLa cells. After validating the suitability of 
the transfection (Figure 6A) by Western Blot, we analyzed the cell 
cycle pattern of transfected cells and cells exposed to Ch-SeNPs by 
flow cytometry (Figure 6B). Silencing of the eiF3b expression partially 
increased the cell population in S-G2/M phase while decreased the 
Accession 
number (gi) Protein name Common name
Mascot 
score SILAC ratio RSD
a
94721250 VAMP (vesicle-associated membrane protein)-associated protein A, 33kDa VAPA 275 2.75 5.02
167466173 heat shock 70kDa protein 1A HSPA1A/HSPA1B 558 1.84 8.41
24307969 cytoplasmic FMR1 interacting protein 1 CYFIP1 171 1.65 16.83
4504041 guanine nucleotide binding protein (G protein), alpha inhibiting activity polypeptide 2 GNAI2 128 1.65 8.10
4757756 annexin A2 ANXA2 144 1.55 4.24
4826898 profilin 1 PFN1 46 1.51 16.24
28557709 phosphoribosyl pyrophosphate synthetase 1-like 1 PRPS1L1 74 1.50 1.86
9910382 translocase of outer mitochondrial membrane 22 homolog TOMM22 119 1.47 1.44
4557797 non-metastatic cells 1, protein (NM23A) expressed in NME1 189 1.42 12.59
14141152 heterogeneous nuclear ribonucleoprotein M HNRNPM 548 1.36 2.28
5901922 cell division cycle 37 homolog CDC37 151 1.34 11.49
38570062 golgi to ER traffic protein 4 homolog GET4 52 1.35 0.77
22749415 STT3, subunit of the oligosaccharyltransferase complex, homolog A STT3A 90 1.35 18.66
4504279 H3 histone, family 3B (H3.3B) H3F3A/ H3F3B 83 1.34 0.29
42558250 cell cycle associated protein 1 CAPRIN1 98 1.33 3.43
4501857 acyl-CoA dehydrogenase, long chain ACADL 89 1.33 0.06
20149560 syntaxin 4 STX4 35 1.32 1.03
33519426 thioredoxin reductase 1 TXNRD1 208 1.31 5.53
4503519 eukaryotic translation initiation factor 3, subunit F EIF3F 314 1.30 8.40
8923390 coiled-coil-helix-coiled-coil-helix domain containing 3 CHCHD3 52 1.30 11.51
4503729 FK506 binding protein 4, 59kDa FKBP4 195 1.30 15.51
4759302 VAMP (vesicle-associated membrane protein)-associated protein B and C VAPB 189 -1.32 8.29
23397429 eukaryotic translation initiation factor 3, subunit M EIF3M 264 -1.32 11.31
4503523 eukaryotic translation initiation factor 3, subunit D EIF3D 154 -1.32 17.54
71773329 annexin A6 ANXA6 296 -1.33 15.72
18379349 vesicle amine transport protein 1 homolog VAT1 416 -1.35 12.77
4501867 aconitase 2, mitocondrial ACO2 124 -1.37 18.76
148491070 CTP synthase CTPS 171 -1.37 14.43
223468663 aldo-keto reductase family 1, member B10 (aldose reductase) AKR1B10 97 -1.41 10.77
13491174 MARCKS-like 1 MARCKSL1 122 -1.43 17.02
148727247 ubiquitin specific peptidase 5 (isopeptidase T) USP5 96 -1.43 12.95
4757732 apoptosis-inducing factor, mitochondrion-associated, 1 AIFM1 131 -1.45 4.65
112363070 HSPA (heat shock 70kDa) binding protein, cytoplasmic cochaperone 1 HSPBP1 61 -1.47 19.94
91807122 annexin A8-like 2 ANXA8L2 497 -1.52 16.28
24308514 glutathione S-transferase alpha 5 GSTA5 57 -1.52 10.70
109134349 coatomer protein complex, subunit gamma 2 COPG2 132 -1.52 5.84
4506619 ribosomal protein L24 RPL24 71 -1.54 8.89
4503243 cytochrome P450, family 51, subfamily A, polypeptide 1 CYP51A1 355 -1.54 7.32
100913206 DEAH (Asp-Glu-Ala-His) box polypeptide 9 DHX9 179 -1.54 17.86
62241042 glutamyl-prolyl-tRNA synthetase EPRS 95 -1.61 17.68
5453990 proteasome (prosome, macropain) activator subunit 1 (PA28 alpha) PSME1 435 -2.27 11.86
aRelative standard deviation
Table 1: Differentially expressed proteins in HepG2 Cells after exposure with 1 µg ml-1 of Ch-SeNPs.
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population in the G0/G1 phase. The differences observed as compared 
to control cells, were similar to those obtained after Ch-SeNPs exposure.
Matrigel assay
Figure 6C, shows the invasive behavior of HepG2 cells over matrigel 
cell culture. We observed that control cells migrated over the surface 
of matrigel forming large cellular branches, whereas cells exposed to 
0.5 µg ml-1 Ch-SeNPs formed a less branched culture. The invasive 
behavior decreased with increasing concentrations of Ch-SeNPs and 
in fact, the morphology of cells exposed to 1.0 µg ml-1 Ch-SeNPs was 
very different from control cells, appearing round and individuals with 
no ramifications.
Discussion
In a previous report, Bai et al. demonstrated the capability 
of monosaccharides (glucose), oligosaccharides (sucrose) and 
polysaccharides (chitosan) to modify the size, morphology and stability 
of SeNPs in liquid dispersions. We used chitosan since previous studies 
have shown how encapsulation of Se IV into chitosan significantly 
improved the antioxidant properties and promoted a high retention 
of selenium in cells [12]. We observed that the size distribution of 
NPs was significantly affected by the concentration of polysaccharide 
used in synthesis reaction. 0.1% chitosan was the best concentration 
in terms of nanoparticles diameter and size distribution (Figure 1A). 
We did not observed significant differences in the TEM images as for 
changes in particle size and aggregation for Ch-SeNPs stored at 4°C for 
up to 2 months. Moreover, no flocculation was visually detected. We 
also examined the potential oxidation of Ch-SeNPs to Se IV weekly by 
centrifugation of the Ch-SeNPs suspension using 10 KDa cut-off filter. 
The total Se present in the liquid fraction was quantified by ICP-MS. We 
only found a low percentage of ionic Se (< 0.1%), thus showing the good 
stability of the synthesized Ch-SeNPs. 
Ch-SeNPs induce cell cycle arrest 
The viability of cells exposed to either Ch-SeNPs or Se IV decreased 
in a similar concentration-dependent manner (Figure 1B). However, 
we visually observed that while cells exposed to Ch-SeNPs seemed to 
have stopped dividing, cultures exposed to Se IV presented a significant 
number of dead floating cells. In order to confirm these differential 
effects, we carried out flow cytometry to evaluate both, apoptosis and 
cell cycle pattern. It is important to mention that the synthesis media 
composed by chitosan, ascorbic and acetic acid did not significantly 
influence the viability of HepG2 cells, which confirm that the effect 
observed in cells exposed to Ch-SeNPs was due to Ch-SeNPs themselves
Flow cytometry confirmed that the percentage of apoptotic 
or necrotic cell populations in cells exposed to Ch-SeNPs was not 
significantly different from control cells (Figure 2A), which correlates 
well with the absence of chromosome condensation and nuclear 
fragmentation, typical features for apoptotic cells, in our TEM images 
(Figure 3). However, cells exposed to Se IV presented a significant 
percentage of apoptotic cells, thus showing the higher toxicity exerted 
by Se IV as compared to Ch-SeNPs at this concentration.
We also investigated the influence of these NPs on the cell cycle 
patterns of HepG2 cells. The decrease of cell population in G0/G1 phase 
along with the increase in S-G2/M suggest that Ch-SeNPs induce cell 
cycle arrest at the S phase (Figures 2B and 2C), which is in agreement 
with a previous study carried out on HeLa and MDA-MB-231 cells [7]. 
In addition, a significant cell population of cells exposed to Se IV was 
found in the sub-G0 phase (Figure 2B), which is consistent with the 
apoptosis assay. 
The data derived from the flow cytometry analyses supported 
the different effect induced by Ch-SeNPs in arresting the cell cycle 
of HepG2 cells as compared to the effect of Se IV, which, in contrast, 
induced apoptosis at the same tested concentration.
Internalization of Ch-SeNPs
When performing an in vitro study, the degree of cellular 
internalization is a potentially relevant factor for understanding the 
biological mechanisms affected by Ch-SeNPs exposure. Many authors 
have reported a close correlation between intracellular uptake and 
cytotoxic effects [14]. Our ICP-MS analysis showed that only 1% of 
Se was internalized after 48 h. These results showed how even small 
amounts of Ch-SeNPs could greatly alter cell functioning. We then 
used TEM for cellular localization of the internalized Ch-SeNPs with 
two purposes: (i) to discard the possibility of potential oxidation of 
Ch-SeNPs in contact with the cells or the culture media; and (ii) to 
confirm whether or not the Ch-SeNPs were really inside the cells or just 
attached to the cell membranes. Our TEM images showed Ch-SeNPs 
localized in vacuoles (Figure 3A), distributed throughout the cytoplasm 






















Figure 1: The use of 0.1% chitosan as stabilizer provided a homogeneous 
SeNPs suspension with around 80-90% of NPs in the range 40-60 nm. Cell 
viability of HepG2 cells exposed to Ch-SeNPs and Se IV decreased in a dose-
dependent manner. 
(A) Transmission electron microscopy of Ch-SeNPs synthesized in the 
presence of 0.1% chitosan. 
(B) Cell viability of HepG2 cells exposed to different concentrations of Ch-
SeNPs, Se IV and the synthesis media. The MTT assay showed that high 
concentrations (10-20 µg ml-1 of Ch-SeNPs and Se IV) caused an almost 
100% decrease in the cell viability. Exposure conditions of 1 µg ml-1 of Ch-
SeNPs induced a 30% decrease in cell viability and were selected for further 
experiments.
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Figure 2: Ch-SeNPs exposure of HepG2 cells did not induce apoptosis but a cell cycle arrest at the S phase. 
(A) Annexin-V-based flow cytometry analysis did not reveal a significant increase in apoptosis after Ch-SeNPs exposure. Se IV, in contrast, induce a significant 
increase of apoptotic cells. 
(B) Measurement of the DNA content by flow cytometry of Ch-SeNPs-exposed cells showed that the number of cells in G0/G1 decrease to the same point that the 
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Figure 3: Transmission electron microscopy showed that Ch-SeNPs uptaked by HepG2 cells are localized in (A) vacuoles, (B) throughout the cytoplasm and in 
subcellular organelles such as (C) mitochondria and (D) the endoplasmic reticulum. As expected, Ch-SeNPs were not localized in the nuclei due to their particle size. 
(E, F) About 90% of cells exposed to Ch-SeNPs exhibit more than 2-fold increased in the number of vacuoles as compared to control cells.
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endoplasmic reticulum (ER) (Figures 3C and 3D). These two organelles 
play an important role in different processes including cellular energy 
supplying, differentiation and apoptosis [15]. As expected, Ch-SeNPs 
were not localized in the nuclei due to their particle size, thus reducing 
the possibility of DNA damage. In addition, a massive vacuolization 
was visualized in 90% of cells treated with Ch-SeNPs (Figures 3E and 
3F). These results agree well with a previous study where formation of 
membrane fusion vesicles during active endocytosis was induced in 
breast adenocarcinoma cells exposed to SeNPs [16].
Ch-SeNPs exposure affects the expression of the eIF3 protein 
complex 
After assessing the ability of Ch-SeNPs to induce cell cycle arrest, 
we used a quantitative proteomic approach for identifying differentially 
expressed proteins in control vs. Ch-SeNPs-exposed cells in order to 
gain a deeper insight into the biomolecular mechanisms involved. 
Our SILAC experiment reported the alteration of proteins involved 
in cell growth, cell development and protein synthesis by Ch-SeNPs 
exposure, which may be closely related with the cell cycle inhibitory 
effect observed in exposed HepG2 cells (Figure 4B). Protein synthesis 
is closely integrated with other metabolic pathways, influencing 
transcription, protein turnover and early development. Among the 
de-regulated proteins found in our SILAC experiments, we identified 
down-regulated two eukaryotic translation initiation factor 3 (eIF3) 
subunits (eIF3m and EiF3d). The eIF3 complex, formed by thirteen 
protein subunits, is considered the largest of the initiation factors, 
since the regulation of the protein synthesis and protein degradation 
machinery is coordinated through some eIF3 subunits [17]. eIF3 has 
two main roles in protein synthesis: first, eIF3 binds to the 40S ribosome 
and facilitates loading of the Met-tRNA/eIF2·GTP ternary complex to 
form the 43S pre-initiation complex; and secondly, eIF3 apparently 
assists eIF4 in recruiting mRNAs to the 43S complex [18]. 
The subunit eIF3m is associated to different mRNAs encoding 
proteins involved in nucleic acid metabolism, transporter proteins and 
proteins of unknown function [19]. It has been observed that the eIF3m 
subunit is highly expressed in many human cancer cell lines and its 
overexpression can be related to tumor progression. In addition, down-
regulation of eIF3m reduces the proliferation of carcinogenic cells. Goh 
et al. silenced the expression of the eIF3m subunit by specific siRNA 
and confirmed the influence of eIF3m on cell proliferation, cell cycle 
progression and cell death in human colon cancer cell line HCT-116 
by decreasing the CDC25A activity, which is required for progression 
from G1 to the S phase of the cell cycle [20]. Based on the evidences 
reported in previous studies, and the down-regulation of the eIF3m 
and eIF3d subunits observed in our SILAC approach after Ch-SeNPs 
exposure, we hypothesized that the inhibition of the expression of the 
eIF3 complex could be directly related with the inhibitory effect of Ch-
SeNPs on the proliferation of HepG2 cells. 
Another subunit, eIF3a, involved in cell proliferation and tissue 
development has also been found highly overexpressed in several 
human and murine cancer tissues [21,22]. In fact, many studies 
have reported the role of eIF3a as an early differentiation marker in 
human mammary carcinoma cells, although the role of this subunit 
in oncogenesis is still unclear. The eIF3b subunit is considered to be 
the major scaffolding subunit [23] and has an important role in human 
glioblastoma development [24]. In addition, it has been suggested 
that the protein synthesis machinery can be significantly inhibited in 
human colorectal cancer cells by decreasing the expression of the eIF3b 
subunit [25]. Since we did not identify either the eIF3a or the eIF3b 
subunit in our SILAC approach, we performed an immunofluorescence 
assay to evaluate the level of expression of these subunits after exposure 
to Ch-SeNPs (Figure 5). The expression of both subunits appeared 
significantly inhibited after exposure of HepG2 cells to Ch-SeNPs. 
These findings support the proteomic data obtained and suggest that 
exposure to Ch-SeNPs inhibit the levels of expression of the eIF3 
complex, which is closely related to the inhibition of cell proliferation.
Unlike the other subunits, we found eIF3f overexpressed in our 
SILAC approach. Although this result may sound contradictory 
with our previous conclusions, interestingly, eIF3f is involved in the 
development and apoptosis of tumor cells by interaction with CDK11 
[26]. In fact, it has been demonstrated that eIF3f appeared down-
regulated in most human tumors and its ectopic expression inhibited 
translation and cellular protein synthesis in pancreatic cancer cells, 
 





















Figure 4: (A) A quantitative proteomic approach based on stable isotopic 
labeling by amino acids in cell culture (SILAC) identified a set of de-regulated 
proteins upon Ch-SeNPs exposure. (B) Altered proteins were involved in 
cell cycle regulation (RCC), cellular compromise (CC), cellular growth and 
proliferation (CGP), amino acid metabolism (AAM) and cell morphology 
(CM). Among these found de-regulated proteins, several subunits of the eIF3 
protein complex, involved in the protein synthesis machinery, appeared down-
regulated after Ch-SeNPs exposure. 










Figure 5: The expression of the eIF3 complex is altered after exposure of 
HepG2 cells to 1.0 µg ml-1 of Ch-SeNPs for 48 h. Control and HepG2 cells 
exposed to Ch-SeNPs were immunostained for actin filaments (green) with 
phalloidin, for nuclei (blue) with DAPI and for (a) eIF3a and (b) eIF3b (red). 
Note that both, eIF3a and eIF3b subunits staining intensities decrease 
significantly in cells exposed to Ch-SeNPs.
Citation: Lopez-Heras I, Sanchez-Diaz R, Anunciação DS, Madrid Y, Luque-Garcia JL, et al. (2014) Effect of Chitosan-Stabilized Selenium 
Nanoparticles on Cell Cycle Arrest and Invasiveness in Hepatocarcinoma Cells Revealed by Quantitative Proteomics. J Nanomed 
Nanotechnol 5: 226. doi: 10.4172/2157-7439.1000226
Page 8 of 9
Volume 5 • Issue 5 • 1000226
J Nanomed Nanotechnol
ISSN: 2157-7439 JNMNT, an open access journal
inducing them to enter apoptosis [27]. The fact that we found eIF3f 
up-regulated while other eIF3 subunits were down-regulated strongly 
support the idea that Ch-SeNPs induce cell cycle arrest at the S phase 
mediated by de-regulation of most subunits of the eIF3 complex, 
thus affecting the protein synthesis machinery. This hypothesis was 
investigated by silencing eIF3b subunit through a transfection assay. 
The similar cell cycle pattern among transfected cells and cells exposed 
to Ch-SeNPs (showing a slight increased of cell population in S-G2/M 
phase and a decreased of cells in G0/G1 phase) together with the 
different level of expression found for eIF3 subunits after Ch-SeNPs 
exposure that we showed previously, support the hypothesis that Ch-
SeNPs induce eIF3-mediated cell cycle arrest (Figures 6A and 6B). 
Differentially expressed proteins upon Ch-SeNPs exposure
In addition to some of the subunits of the eIF3 protein complex, 
we found other proteins altered in our SILAC approach that could 
also help to better understand the mechanisms involved in the cell 
interaction with Ch-SeNPs. One of the proteins that showed a higher 
up-regulation after Ch-SeNPs exposure was the VAPA (VAMP (vesicle-
associated membrane protein)-associated protein A) protein. VAPs 
proteins are endoplasmic reticulum (ER)-resident membrane proteins 
that are broadly expressed in eukaryotic cells and are involved in stress 
signaling, membrane trafficking and ER homeostasis [28]. VAPA is 
related to the lateral diffusion inhibition of membrane proteins, and also 
is associated with intracellular vesicles so that the massive vacuolization 
found in cells exposed to Ch-SeNPs (Figure 3F) could be induced by 
VAPA up-regulation [29]. It has been reported that over expression of 
the VAPA isoform but not the B isoform (VAPB) inhibited ER-to-Golgi 
transport of membrane proteins. Interestingly, we found VAPB slightly 
down-regulated suggesting that this protein may also be involved in the 
pathway through which Ch-SeNPs inhibited protein synthesis. 
Heat shock proteins (HSPs) constitute a group of chaperone proteins 
that play a pivotal role in the maintenance of protein homeostasis. 
In our SILAC approach, the expression of heat shock 70 kDa protein 
1A (HSPA1A/HSPA1B) was highly up-regulated. This result is in 
agreement with previous studies in which HSP70 was dramatically up-
regulated under environmental stress [30].
Cell division cycle 37 homolog (CDC37), a positive regulator of 
stability and/or activity of some protein kinases, appeared up-regulated 
in our experiment. This protein is involved in SAPK regulation, a 
stress-activated protein kinase dedicated to transmit environmental 
stress stimuli, which has a crucial role in cellular survival under stress 
conditions and inflammatory responses [31]. It is also worth mentioning 
that mammalian SAPK is related with the response of cancer cells to 
cytotoxic treatments [32]. 
Cytoplasmic FMR1 interacting protein 1 (Cyfip1) has been defined 
as a potential tumor suppressor that regulates invasive behavior. The 
loss of CYFIP1 expression has been correlated with tumor progression 
in epithelial and colon cancers [33]. Interestingly, we found this protein 
over-expressed after Ch-SeNPs exposure, thus showing the capability 
of Ch-SeNPs to raise the expression levels of certain tumor suppressors, 
such as in the case of the eIF3f subunit previously shown. 
The apoptosis-inducing factor mitochondrion-associated 1 (AIF1) 
is involved in apoptosis because it induces the mitochondria to release 
cytochrome c and caspase-9. Down-regulation of AIF1 has been 
associated with low apoptosis ratio [34]. Interestingly, AIF1 appeared 
down-regulated after Ch-SeNPs exposure in our SILAC approach, 
which correlates well with the fact that no apoptosis was observed in 
cells exposed to Ch-SeNPs (Figure 2A).
Ch-SeNPs inhibit in-vitro invasiveness of HepG2 cells 
We used matrigel cell culture, which has been widely used for in 
vitro studies on tumor growth [35], in order to evaluate the capacity of 
Ch-SeNPs to preclude cell invasion. It is known that the differentiation 
response on matrigel is dependent on the cell type being easily 
distinguished malignant and non-malignant cells by their morphology 
when they are cultured on the surface of this basement membrane 
matrix [36]. The images obtained under phase contrast microscopy 
(Figure 6C) showed that the exposure to Ch-SeNPs has a negative 
effect on invasive behavior of HepG2 cells. It can be observed how 
cells exposed to Ch-SeNPs appeared round and individuals with no 
ramifications as in the case of control cells.
Conclusions
To the best of our knowledge, this is the first time that a quantitative 
proteomic approach has been used to unravel the molecular 
mechanisms underlying the effects induced by SeNPs in cultured 
hepatocarcinoma cells. In summary, our data strongly suggest that the 
cell cycle of HepG2 cells is arrested at the S phase by alteration of the 
eIF3 protein complex expression as result of Ch-SeNPs exposure, which 
may hampers translation of mRNAs responsible for encoding proteins 
important for cell proliferation and oncogenesis. We have shown by 
different independent approaches how different eIF3 subunits, which 
are commonly found up-regulated in several types of tumors, are down-
regulated after Ch-SeNPs exposure, except for eIF3f, which is the only 
eIF3 subunit that has been proposed as tumor suppressor and therefore 
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Figure 6: (A) siRNA knockdown of the eIF3b subunit induces cell cycle 
arrest in a similar manner to Ch-SeNPs in HeLa cells. The suitability of the 
transfection was validated by Western Blot using the methyl-tetrahydrofolate 
reductase (MTHFR1) as loading control since it showed a SILAC ratio 
closed to 1. (B) Silencing of the eiF3b expression partially increased the 
cell population in G2/M phase while decreased the population in the G0/G1 
phase. The results obtained after knocking down eIF3b were similar to those 
obtained after Ch-SeNPs exposure. (C) The invasive behavior of HepG2 cells 
in a matrigel decrease in the presence of Ch-SeNPs. Cells exposed to 0.5 µg 
ml-1 Ch-SeNPs formed a less branched culture as compared to control cells. 
The morphology of cells exposed to 1.0 µg ml-1 Ch-SeNPs was very different 
from control cells, appearing round and individuals with no ramifications. 
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may also contribute to attenuate cell proliferation. In addition, we have 
demonstrated the ability of Ch-SeNPs to inhibit in vitro cell invasion 
and the de-regulation of other proteins that could also be involved in 
the overall inhibition of cell proliferation induced by Ch-SeNPs. 
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Fibrosis is a general complication inmany diseases. It is the main complication during peritoneal dialysis (PD) treatment, a therapy
for renal failure disease. Local inflammation and mesothelial to mesenchymal transition (MMT) are well known key phenomena
in peritoneal damage during PD. New data suggest that, in the peritoneal cavity, inflammatory changes may be regulated at least in
part by a delicate balance between T helper 17 and regulatory T cells. This paper briefly reviews the implication of the Th17/Treg-
axis in fibrotic diseases. Moreover, it compares current evidences described in PD animal experimental models, indicating a loss
of Th17/Treg balance (Th17 predominance) leading to peritoneal damage during PD. In addition, considering the new clinical
and animal experimental data, new therapeutic strategies to reduce the Th17 response and increase the regulatory T response are
proposed.Thus, future goals should be to develop new clinical biomarkers to reverse this immunemisbalance and reduce peritoneal
fibrosis in PD.
1. Introduction
An effective inflammatory response is essential not only
for the resolution of infections but also for wound healing
after injury. The repair is mediated by the collaboration
of various mechanisms launched by an acute inflammatory
reaction. This process implicates the release of chemokines
and cytokines and the migration of various cells of the
immune system. If a sustained inflammatory reaction that
is not resolved properly becomes chronic, it could lead
to fibrosis due to the accumulation of extracellular matrix
(ECM) components [1].
Peritoneal dialysis (PD) is a form of renal replacement
therapy alternative to haemodialysis that is widely used
around the world for patients suffering from renal failure
disease [2, 3]. The process uses the peritoneum as a semiper-
meable membrane across which PD fluids (PDFs) and dis-
solved substances (electrolytes, urea, glucose, and other small
molecules) are exchanged from the blood [4]. The peritoneal
membrane (PM) acts as a protective barrier against injury
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and pathogens, where humoural and cellular responses are
generated.The treatment consists of the instillation and peri-
odical renovation of a hyperosmotic PDF in the peritoneal
cavity through a permanent installed catheter. However, the
mechanical damage due to PDF instillation and the exposure
of peritoneal cells to glucose degradation products (GDPs)
and advanced glycation end products (AGEs) (due to the
nonphysiological nature of this PDF) generates inflamma-
tion. Along these lines, it has been demonstrated in vitro
that GDPs andAGEs stimulate NF𝜅B-mediated transcription
and the secretion of cytokines and chemokines by human
peritoneal mesothelial cells [5]. In addition, the presence of
the catheter [6] and peritonitis episodes during treatment
[7] appears to be responsible for various alterations of the
PM structure and functionality. The final consequence is the
generation of vascular alterations [8] and peritoneal fibrosis
[3, 9], leading to an ultrafiltration failure [10, 11] that impedes
the dialysis process (Figure 1). Although in recent decades
great effort has been made to improve catheter design [6]
and the biocompatible solutions used [12–14], complications
are still common [15, 16]. It has also been demonstrated that
inflammation is present in PD patients. Increased serum con-
centrations of IL-6, TNF-𝛼, VEGF, and C-reactive proteins
have been reported in patients, suggesting that PD leads
to increased systemic inflammation [17]. Moreover, there is
evidence in animal models of chronic peritoneal exposure to
PDF showing that this procedure induces PM inflammation
and fibrosis [18]. The use of an anti-inflammatory drug
(a Cox-2 inhibitor) reduced this peritoneal inflammatory
response and consequently the fibrosis. This result confirms
the role of inflammation in peritoneal fibrosis [19].
Inflammation is driven by various cell populations
including macrophages, neutrophils, and lymphocyte sub-
sets. The differentiation of T cells is crucial for immune
and inflammatory responses and its regulation may be a
therapeutic target to control peritoneal damage. It has been
found that there are different rates between CD4+ and CD8+
cells in the peritoneum during PD with respect to healthy
individuals [20]. It has been postulated that the presence
of AGEs is responsible for an increase in the population of
CD8+ (T cytotoxic) lymphocytes [21]. Regarding CD4+ (T
helper) subsets, in general termsTh1 cells produce high levels
of IFN-𝛾, while Th2 cells secrete predominantly IL-4 [22].
There is some controversy about the pattern of response that
is generated in patients undergoing treatment with PDF. It
is described that there is a deviation toward Th2 pattern
of PD in stable patients [23]. However, during episodes of
acute peritonitis, a Th1 immune response is developed [24,
25]. In addition to these two classical T helper cell subsets
(Th1 and Th2), a third and fourth subpopulation, designated
regulatory T (Treg) andT helper 17 (Th17) cells, have emerged
as independent differentiation pathways [26, 27]. While the
predominance of Th17 cells induces the secretion of a large
number of proinflammatory cytokines, Treg cells restrict
inflammatory responses and are associated with immune-
tolerance [28]. Very little is known about the involvement of
these subpopulations in the deterioration of the peritoneum
during dialysis. The imbalance between these situations may
cause fibroproliferative diseases and could be an important
cause of morbidity and mortality.
In this review we discuss the implication of Th17 and
Treg cells in kidney function and fibrotic diseases in different
animal experimentation models. More specifically we will
focus on the origin of peritoneal damage and its relationship
with the intraperitoneal presence of these particular subsets
of T lymphocytes, as well as on its clinical implication in
peritoneal damage in PD patients, which frequently results
in an inability to continue with the treatment.
2. T Helper 17 and Regulatory T Cell
Differentiation and Their Plasticity
Th17 cells represent a subset of T helper cells that secrete
mainly interleukin- (IL-) 17 as well as other proinflam-
matory cytokines, and they have been related to many
autoimmune and chronic inflammatory diseases [29]. There
is a balance between Th17 and Treg cells that depends on
the activation of the transcription factor ROR𝛾t (factors
retinoic acid receptor-related orphan receptor 𝛾t) and Stat3
(signal transducer and activator of transcription 3), or FoxP3
(forkhead box P3) and Stat5, respectively, which regulate the
immune response through the secretion of pro- and anti-
inflammatory cytokines [30–33]. On the other hand, the
importance of Treg cells to the maintenance of peripheral
tolerance under noninflammatory conditions throughout life
has also been confirmed. In fact, mice lacking Treg cells
presented a fatal inflammatory response [34, 35].
The main cytokines involved in Th17/Treg balance are
the TGF-𝛽 (transforming growth factor beta) and IL-6
(interleukin-6) [27, 36, 37]. IL-6 is strongly induced in
cells of the innate immune system upon stimulation of
pattern recognition receptors such as toll like receptors (TLR)
or C-type receptors. It has been shown that mice lacking
IL-6 present a deficiency in the differentiation of effector
T cells [38, 39]. TGF-𝛽 in the absence of IL-6 induces
Foxp3, thus pushing T-cell differentiation away from the
Th17 transcriptional program and decidedly toward the Treg
lineage [33]. Moreover, in the central nervous system, TGF-𝛽
without the synergy of IL-6 will force T cells to differentiate
through the T regulatory cell lineage [40]. In contrast, the
proinflammatory cytokine IL-6 in the absence of TGF-𝛽
activates Stat3 by phosphorylating it, which overcomes Foxp3
inhibition of ROR𝛾t transcriptional activity. This process
leads to the upregulation of the IL-23R, thus pushing T-
cell differentiation toward a Th17 fate [33]. Therefore the
cytokine environment is essential for the predominance of an
inflammatory or an anti-inflammatory response (Figure 2).
3. Th17 and Tissue Fibrosis
Fibroproliferative diseases such as idiopathic pulmonary,
liver, cardiovascular, and renal fibrosis are usually associated
with chronic inflammation, as has been described previously
[41–45]. When an inflammatory response becomes chronic,
the accumulation of ECM is more extensive and the function
of the organ is compromised. A number of studies have

































Figure 1: PM schemas and biopsies representing the normal peritoneal structure and its changes during PD. Possible therapeutic
approaches. (a) and (b) are adapted with permission fromAguilera et al. (2013).Available from http://www.intechopen.com/books/the-latest-
in-peritoneal-dialysis/the-mesothelial-to-mesenchymal-transition-a-pathogenic-and-therapeutic-key-for-peritoneal-membrane-f [80]. (a)
Realistic representation of a healthy peritoneal cavity. A preservation of the mesothelial layer is clearly seen, only a few fibroblasts and
vessels are visible, and only a small layer of extracellular matrix lies in the compact zone of the muscle layer. (b) After exposure to PD
liquids, the structure of the PM starts to change dramatically with the appearance of more fibroblasts, macrophages, and inflammatory
cytokines and finally with deposition of more extracellular matrix (ECM) cells. Inflammation and fibrosis will be the result of these changes.
Some drugs like COX-2 inhibitors, PPRA𝛾 agonists, or RAS targeting are possible therapeutic strategies to protect from PD complications
such as inflammation, angiogenesis, fibrosis, and/or MMT. (c) A peritoneal biopsy of a mouse peritoneal membrane that was treated with
physiological saline is shown as control. The PM is well preserved and fibrotic response is absent. (d) Peritoneal biopsy of a mouse PM that
was exposed to PDF for 40 days. A significant fibrotic response can be observed with a larger ECM and many inflammatory cells.
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Figure 2: Mechanisms of Th17/Treg-balance in the peritoneal cavity in PD. Th17 predominance. In the peritoneal cavity local factors
activate dendritic cells, macrophages, and neutrophils to produce proinflammatory molecules (IL-6, TNF𝛼, TGF-𝛽, VEGF, chemokines,
and prostaglandins). Immune cells and proinflammatory molecules are reciprocally activated; thus cells induce proinflammatory molecule
release and vice versa. These molecules activate Th17 cells and IL-17 production, which may result in fibrosis and MMT. This occurs in the
presence of continuously high TGF-𝛽 levels. In contrast, in the presence of inactive immune cells together with low IL-6 levels, Treg cells
are activated, releasing IL-10 and TGF-𝛽 that may block MMT. Abbreviations: GDPs: glucose-derived products. IP: intraperitoneal. AGEs:
advanced glycation end products.
highlighted the roles of Th17/Treg/Th1/Th2 responses in
the pathogenesis of tissue fibrosis [46, 47]. Among these
responses, Th17 cells may mediate strong inflammation by
producing a cocktail of cytokines such as IL-6, IL-17A, IL-17F,
and IL-22, amongwhich IL-17A has been characterized as the
major effector cytokine in causing a sustained inflammatory
response.
Recent studies have investigated the role ofTh17 response
in fibrosis. It has been reported that administration of IL-17A
in vitro increased the synthesis and secretion of collagen in
alveolar epithelial cells in a pulmonary fibrosis model. More-
over, all IL-17-associated signaling pathways were mainly
activated in fibrotic lung biopsies, and a blockade of IL-17A
attenuated tissue injury, inflammation, and fibrosis in acute
and chronic injuries [48].
Furthermore, IL-17 has also been reported to be involved
in the pathogenesis of chronic liver fibrosis [44, 49–51]. The
same mechanism was proposed in another study on liver
damage in chronic hepatitis B patients who presented an
elevatedTh17 cells population [52].
Th17 cells also play a crucial role in autoimmune
myocarditis, as based on in vitro and in vivo experiments
which confirm that IL-17 induced cardiac fibrosis by acti-
vating the protein kinase C-𝛽/Erk1/2/NF-𝜅B pathway [53].
Moreover, the regulatory molecule CD69, through the reg-
ulation of Th17 effector responses, limits myocardial inflam-
mation, fibrosis, and subsequent heart failure [54].
Recent studies have shown the importance of Th17 cells,
and the hallmark cytokine IL-17A, in immune-mediated
glomerulonephritis, including experimental antimyeloper-
oxidase glomerulonephritis, crescentic glomerulonephritis,
and lupus nephritis [55, 56]. Th17 cells participate in renal
damage, as demonstrated by an experimental study in mice
showing that Th17 cell injection caused albuminuria and
neutrophils infiltration in the kidney [57]. Recent studies
also show the presence of Th17 cells and elevated renal
production of IL-17A in nonimmune experimental renal
diseases, including a model of unilateral ureteral obstruction
[58]. In experimental ischaemia reperfusion, neutrophils, but
notTh17 cells, were themain sources of IL-17A and contribute
to renal injury by natural killer T activation and IL-12/IFN-𝛾
production [59]. In renal allograft rejection, positive staining
for IL-17A has been detected in tubular cells [60], as we
have observed in an experimental model of CCN2-mediated
renal damage, suggesting that renal cells could produce this
cytokine and contribute to extending the damage. With this
model we recently demonstrated that a blockade of IL-17A
diminished renal inflammation [58].
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Based on all the above studies, IL-17 has been proposed
as a drug target in many fibrotic diseases [61].
4. Regulatory T Cells and Tissue Fibrosis
Although an induced Th17 response is connected to fibro-
genesis, a relative decrease in the number of Treg cells may
also be involved in the pathogenesis of inflammatory and
fibrotic diseases. The evaluation of these cells in the context
of experimentally induced fibrosis has been challenging, and
Treg depletion in mice has been demonstrated to attenuate
the development of lung fibrosis [62].Moreover, in an experi-
mental animalmodel of cardiac fibrosis, the depletion of Treg
cells and/or adoptive transfer of isolated Tregs ameliorated
cardiac fibrosis, indicating a protective role of regulatory T
cell in tissue fibrosis [63]. Recently, it has been reported that
Treg cells are essential for preventing from accumulation of
fibrocytes and collagen deposition in a pulmonary disease
animal model. In this study, it was shown that a blockade
of Treg cells increased the accumulation of solid collagen
and progression of the disease [64]. Finally, in another study
(Keloid fibrotic disease) the potential role of Treg cells in
attenuating collagen synthesis was investigated. This group
found that the imbalance of Tregs may contribute to the
development of this fibrotic disease and that the correction
of this imbalance may be of therapeutic value [65].
5. Th17 and Treg Lymphocyte Subsets in
the Peritoneal Cavity on PD
PD-related factors locally stimulate Th17 cells and can be
subdivided into two groups: exogenous and endogenous.
The exogenous factors include bacteria and their derivatives,
which enter into the peritoneal cavity through PD-catheter
or via intestinal translocation and can provoke peritonitis
episodes [66]. Peritoneal endogenous factors such as AGEs
[67] could be involved in the induction of IL-17 levels
by activating IL-6 and TGF-𝛽 proinflammatory cytokines,
respectively. Although there is little data regarding how
advanced glycation end products (AGEs) are implicated in
peritoneal dialysis damage, their implication in posttrans-
plantation and diabetic kidneys showed an induction of IL-
6 and TGF-𝛽, which are promoters of Th17 differentiation
(Figure 2). Thus, it is plausible that the induced Th17 activity
may have a poor fate in peritoneal damage during peritoneal
dialysis. In nondiabetic PD patients, an elevation of IL-
17 in peritoneal cavity effluents followed by a peritonitis
episode was demonstrated [66], which is one of the main
complications that lead to peritoneal fibrosis in PD patients
[3].
Currently, it is accepted that mesothelial to mesenchy-
mal transition (MMT) is a key process in PM survival in
PD. Mesothelial cells lose their basolateral and basoapical
polarity, acquiring a fibroblastoid phenotype with migration
capacity. The cells invade the submesothelial compact zone
where they synthesize ECMandVEGF, which are responsible
for fibrosis and angiogenesis, respectively [68, 69]. IL-17 itself
is capable of inducing epithelial to mesenchymal transition
in bronchial cells [70]. Although this effect has not been
demonstrated in the peritoneum, it is very likely that IL-17
also contributes to PM deterioration via MMT induction.
The definitive evidence on IL-17 involvement in PM
damage on PDwas recently provided by Rodrigues-Dı´ez et al.
(2014). This study demonstrated in both mice and human
samples that IL-17 is overexpressed in peritoneal biopsies.
This was the first report to demonstrate that IL-17 participates
in the typical fibrotic changes suffered in PM during long-
term PD (induced fibronectin, 𝛼-smooth muscle actin, and
fibroblast specific protein-1 expression). Moreover, to better
elucidate the effects of IL-17 on PM, intraperitoneal IL-17
was injected in mice, reproducing the changes that normally
take place in PD patients. On the other hand, the use of
a neutralizing IL-17A antibody injected intraperitoneally in
mice exposed to PDF for 35 days blockaded the anatomical
changes in the PM and reduced peritoneal fibrosis [71].
On the other hand, Treg cells are strongly connected
with immune tolerance. Patients in end-stage renal disease
with their suppressed immune response suffer impaired Treg
cell responses [72]. Currently, there is not much evidence
regarding the role of Treg cells in the peritoneal cavity during
PD. To our knowledge, there is one study focusing on the
function of Treg cells on peritoneal damage. This study
concluded that rosiglitazone, a PPAR𝛾 agonist, augments
the intraperitoneal IL-10 levels (Treg-associated cytokine),
increases the recruitment of CD4+ CD25+ FoxP3+ (regula-
tory T cells), and finally attenuates peritoneal fibrosis in an
experimental mouse PD model [73].
Evidence suggests that Th17 cells share common progen-
itors with Treg cells and that the developmental pathways
of these two subsets are reciprocally regulated [74]. In fact,
it has been recently demonstrated that a reduction in IL-
17 secretion due to Treg cell activation is associated with
a diminished fibrotic response specifically in PD. The vita-
min D pathway has been shown to regulate inflammatory
responses. In regard to this, the effect of paricalcitol, a
vitamin D receptor activator, was tested in a mouse model
of PD to evaluate its effect on inflammatory cells and on the
outcome of peritoneal fibrosis. It was found that the group
that was treated with PDF presented increased levels of IL-
17 cytokine in the peritoneal effluents compared with the
group that was treated with paricalcitol diluted in the PDF.
Moreover, the increased IL-17 concentration was perfectly
correlated with the thickness of the peritoneum, meaning
IL-17 is a profibrotic cytokine. This effect was related to an
increased number of Tregs in the group that was treated with
paricalcitol [75].
6. Therapeutic Approaches to
Prevent Peritoneal Damage Using
the Th17/Treg-Axis: From Animal
Models to PD Patients
Accepting the evidence above that Th17 and Treg subsets
are involved in peritoneal damage in PD, we propose the
following therapeutic strategies.




















Figure 3: Therapeutic approaches to prevent peritoneal damage
using the Th17/Treg-axis as a target. One of the most important
modulators of Th17/Treg activity is the concentration of branch
chain amino acids (BCAA). Although the data in relation to BCAA
plasma levels in a uraemic state are contradictory, many articles
indicate that these amino acids are decreased in uraemia due to
systemic acidosis, inflammation, amino acidmisbalances, and liquid
overload. Normal or relative normal BCAA levels activate anmTOR
(mammalian Target of Rapamycin) cascade including HIF1 and
ROR𝛾t and subsequently IL-17 and IL-23 production. Rapamycin,
an mTOR inhibitor, would block this cascade, thus providing
an anti-inflammatory/antifibrotic and possibly anti-MMT effect.
Moreover, PPAR𝛾 agonists can also inhibit Th17 differentiation
through a direct blockade of Stat3 transcription factor and HIF-1.
Ultimately ROR𝛾t is downregulated, and IL-17 and IL-23 production
is decreased. However the PPRA𝛾 agonists are also able to act
on the anti-inflammatory cascade. In the peritoneal cavity in PD,
rosiglitazone augments IL-10 levels and Treg activity (upregulation
of FoxP3+). This process could be one of the most important
mechanisms by which PPRA𝛾 agonists protect the PM. In addition,
paricalcitol, a specific vitamin D activator, has been recently shown
to inhibit IL-17 production and PM fibrosis and possibly decrease
MMT. Finally, celecoxib, a Cox2 inhibitor, decreases IL-17 produc-
tion by blocking the E2 prostaglandin levels and thus attenuates the
PM damage induced by PDF.
6.1. Use Drugs and Molecular Strategies
6.1.1. mTOR Inhibitors. The mTOR inhibition by Rapamycin
may diminish IL-17 production. The mTOR activation
induces hypoxia induced factor-1 (HIF-1) and ROR𝛾t activa-
tion and subsequently IL-17 and IL-23 production [76].Thus,
these drugs may provide an anti-inflammatory/antifibrotic
effect and possibly an anti-MMT action as was demonstrated
by Aguilera et al. [77] (Figure 3).
6.1.2. Peroxisome Proliferator-Activated Receptors- (PPAR-) 𝛾
Agonists. The use of PPAR𝛾 agonists, for example, rosiglita-
zone, may be a therapeutic alternative to prevent peritoneal
damage [78].These receptors show a double protective effect.
First, they inhibit the Th17 differentiation via a Stat3 cascade
blockade, which results in a downregulation of ROR𝛾t and
a decrease in IL-17 production [79]. Moreover, in an animal
model study in which the effect of rosiglitazone in the
preservation of the peritoneal membrane was investigated, it
was found that rosiglitazone augmented the intraperitoneal
IL-10 levels (Treg-associated cytokine) and increased the
recruitment of CD4+ CD25+ FoxP3+ (regulatory T cells) [73]
(Figure 3).
6.1.3. Vitamin D Receptor Activators. Another interesting
drug that could ultimately have a beneficial effect on PM in
PD is paricalcitol. Using a mice PD model, it was demon-
strated that the PM thickening was reduced in mice treated
with paricalcitol in comparison with the nontreated group.
Moreover, in the effluents of mice treated with paricalcitol,
an increased number of Treg cells and lower IL-17 levels were
found in comparison with the nontreated group. In addition,
the IL-17 levels measured in peritoneal effluent showed a
positive linear correlation with the PM thickness [75]. These
data suggest a direct involvement of IL-17 in peritoneal injury
and paricalcitol may act on this target (Figure 3).
6.1.4. COX-2 Inhibitors. Celecoxib, a cyclooxygenase- (Cox-)
2 inhibitor agent, was shown to prevent the PM damage in
PD when administrated orally to a group of mice in PD,
acting directly on the inflammatory cascade in general. After
5 weeks of treatment, the celecoxib group showed a fibrotic
response similar to healthy controls, while the untreated
group exposed to PD only developed considerable fibrosis
[19] (Figure 3).
7. Discussion
One of the most devastating complications of PD treatment
is peritoneal fibrosis. The endogenous and exogenous fac-
tors mentioned above related to PDF generate a chronic
inflammatory response in the peritoneal cavity. The balance
between Th17 and Treg cells is guided by proinflammatory
cytokines secreted from Th17 cells and anti-inflammatory
cytokines produced from regulatory T cells. Any factor that
may alter this balance can lead to peritoneal deterioration
and finally to peritoneal damage. The high levels of var-
ious proinflammatory molecules such as IL-6 and TGF-𝛽
cytokines during PD create an environment that induces a
chronic inflammatory condition in the peritoneal cavity and
generates peritoneal fibrosis. This emergent concept suggests
that the immune imbalance is the fundamental key for PM
deterioration in PD.
Moreover, Th17 signaling with high IL-17 levels has been
implicated in the aetiology of several types of inflammatory
and fibrotic diseases. Therefore, components of the IL-17 and
Treg cells pathway are considered highly “druggable” and are
important targets for the treatment of these inflammatory
and fibrotic diseases. Current evidence indicates that IL-
17 inhibition and Treg activation are logical therapeutic
strategies for the treatment of animal peritoneal fibrosis
[71, 73, 75].
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In conclusion, the importance of developing new thera-
pies to protect the peritoneal membrane blocking the IL-17
secretion or activating the Treg pathway has been demon-
strated. Some novel therapeutic strategies tested in animal
models and in vitro include the administration of m-Tor
inhibitors, PPAR𝛾 agonists, vitamin D receptor activators,
and Cox-2 inhibitors. Lessons learned from regulators of
Th17/Treg-axis may aid in the future clinical implementation
of these agents with the goal of reducing peritoneal fibrosis
and improving patients’ life undergoing PD.
8. Conclusion
PD-related factors are responsible for Th17 activation/Treg
deactivation in the peritoneal cavity during peritoneal dial-
ysis. The Th17/Treg-axis is important for maintaining the
anatomical and functional integrity of the PM.Therefore, the
Th17/Treg-axis may be considered a future therapeutic target.
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ABSTRACT
Patientswith ESRDundergoing peritoneal dialysis develop progressive peritoneal ﬁbrosis, whichmay lead
to technique failure. Recent data point to Th17-mediated inﬂammation as a key contributor in peritoneal
damage. The leukocyte antigen CD69 modulates the setting and progression of autoimmune and
inﬂammatory diseases by controlling the balance between Th17 and regulatory T cells (Tregs). However,
the relevance of CD69 in tissue ﬁbrosis remains largely unknown. Thus, we explored the role of CD69 in
ﬁbroproliferative responses using a mouse model of peritoneal ﬁbrosis induced by dialysis ﬂuid exposure
under either normal or uremic status. We found that cd692/2 mice compared with wild-type (WT) mice
showed enhanced ﬁbrosis, mesothelial to mesenchymal transition, IL-17 production, and Th17 cell inﬁl-
tration in response to dialysis ﬂuid treatment. Uremia contributed partially to peritoneal inﬂammatory and
ﬁbrotic responses. Additionally, antibody–mediated CD69 blockade in WT mice mimicked the ﬁbrotic
response of cd692/2mice. Finally, IL-17 blockade in cd692/2mice decreased peritoneal ﬁbrosis to theWT
levels, andmixedbonemarrow fromcd692/2 andRag22/2gc
2/2mice transplanted intoWTmice reproduced
the severity of the response to dialysis ﬂuid observed in cd692/2 mice, showing that CD69 exerts its
regulatory function within the lymphocyte compartment. Overall, our results indicate that CD69 controls
tissue ﬁbrosis by regulating Th17-mediated inﬂammation.
J Am Soc Nephrol 27: 3561–3576, 2016. doi: 10.1681/ASN.2015080909
The peritoneum is a continuous membrane that
lines the abdominal cavity and the organs located
within this cavity.1 Peritoneal membrane (PM)
damage inﬂicted by mechanical trauma or other
insults promotes an inﬂammatory response, which
may lead to the development of ﬁbrosis.2,3 Exten-
sive peritoneal ﬁbrosis, such as that taking place in
patients with encapsulating peritoneal sclerosis or
postsurgical peritoneal adhesions, is a signiﬁcant
source for patient morbidity and mortality.4,5
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Figure 1. CD69 regulates ﬁbrosis and MMT. (A) Representative images of ﬁbrosis assessment by Masson Trichrome staining of PM
sections from WT and cd692/2mice treated for 40 days with PDF or saline as control. Thickness of PM, indicated with black arrows, was
measured. Results are means6SDs (n$9). Blue in the staining represents collagen depositions. Scale bars, 100 mm. (B) Quantiﬁcation of
total cells in peritoneal efﬂuents from WT and cd692/2 mice treated as in A and correlation between total cell number and PM
thickening (Spearman regression; n$9). (C) Relative expression of collagen 1 and ﬁbronectin mRNA in PM from WT and cd692/2 mice
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Unfortunately, the precise mechanisms that contribute to the
development of peritoneal ﬁbroproliferative diseases are still
poorly understood, hindering the development of efﬁcient
therapies.2,6,7
The study of peritoneal damage induced by the exposure to
dialysisﬂuids has determined thatmesothelial tomesenchymal
transition (MMT) and inﬂammation establish a feedback loop.
As a result of this feedback, the PM undergoes a remodeling
with the accumulation of extracellular matrix.3,8 Peritoneal
dialysis (PD) is an RRTon the basis of the use of the PM as a
semipermeable barrier across which ultraﬁltration and diffu-
sion take place.3,9 Membrane failure is associated with struc-
tural alterations of the peritoneum, with ﬁbrosis as the most
constant feature of peritoneal deterioration. Myoﬁbroblasts
are the main responsible cells for peritoneal ﬁbrosis, and
they might have at least a dual origin from resident ﬁbroblasts
andmesothelial cells viaMMT.3,10,11 Peritoneal infections and
the nonphysiologic nature of dialysis ﬂuids induce chronic
inﬂammation, which eventually leads to the development of
ﬁbrosis.3,12,13 It has been suggested by some authors but not by
others14–16 that the uremic status of patients on PD may also
affect the anatomy of the PM.
The immunologic mechanisms underlying PD–induced
peritoneal ﬁbrosis remain largely unknown. It has been recently
shown that Th17– and more speciﬁcally, IL-17–mediated in-
ﬂammatory response might play a central role in peritoneal
damage.17 In addition, it has been shown that pharmacologic
treatments modulating Th17 response and/or enhancing regu-
latory T cell (Treg) response ameliorated peritoneal ﬁbrosis and
preserved membrane function.18,19
The antigen CD69 is a C–type lectin disulﬁde–linked ho-
modimer that is rapidly expressed by most leukocytes in vitro
on activation,20,21 whereas in vivo, its expression is restricted
to positively selected thymocytes, speciﬁc subsets of memory
and Treg cells,22,23 and leukocytes of chronic inﬂammatory
inﬁltrates.24,25 Studies using CD69-deﬁcient models have
shown that the absence of CD69 results in enhanced suscep-
tibility to several inﬂammatory or autoimmune diseases.26–30
These studies also indicate that CD69 contributes to the
resolution of inﬂammation by regulating the balance between
Th17 and Tregs.31,32 The cytoplasmic tail of CD69 interacts
with and activates the Jak3-Stat5 pathway, inhibiting
the Stat3–dependent ROR(g)t activation and therefore,
modulating Th17 development and function.30 Recently, a
novel FoxP3+CD69+Treg subset, capable of maintaining im-
mune homeostasis and providing protection from developing
inﬂammation, has been identiﬁed.33 Thus, CD69 might deter-
mine the outcome of immune responses by both limiting Th17
responses and regulating the function of Treg subset.
Given that CD69 controls the inﬂammatory response, we
assessed whether CD69 acts as a regulator of ﬁbrotic processes
during peritoneal damage. In this study, we used an established
animal model of peritoneal ﬁbrosis in CD69-deﬁcient mice.
Ourﬁndings show that the expressionofCD69 in the lymphoid
compartment limits peritoneal ﬁbrosis throughmodulation of
the Th17-mediated inﬂammation.
RESULTS
CD69-Deﬁcient Mice Develop an Exacerbated PD
Fluid–Induced Fibroproliferative Response
To assess the role of CD69 in ﬁbrosis, we have studied the
peritoneal ﬁbroproliferative response of C57BL/6 wild–type
(WT) and cd692/2mice in a model of peritoneal dialysis ﬂuid
(PDF) exposure at various time intervals (10, 20, and 40 days).
This model elicits a moderate ﬁbrotic response in C57BL/6
mice.34,35 Analysis at day 10 showed no signiﬁcant difference
between the groups in terms of ﬁbrosis and leukocyte inﬁltra-
tion (data not shown). After 20 days, there was a signiﬁcant
increase in PM thickness, and inﬁltrating cells were only in
cd692/2mice exposed to PDF compared with mice exposed to
saline (Supplemental Figure 1). PM ﬁbrosis and inﬂammatory
inﬁltrate further increased in cd692/2 mice treated with PDF
for 40 days, whereas in WTmice, thickness and inﬁltrate aug-
mented only slightly but reached signiﬁcant values at this time
point (Figure 1, A and B). There was a strong correlation be-
tween peritoneal thickness and the number of inﬁltrating cells
(Figure 1B). These data were veriﬁed by the detection of high
levels of the major extracellular matrix components collagen 1
and ﬁbronectin measured by quantitative PCR (qPCR) in
peritoneal tissues from cd692/2 compared with WTmice ex-
posed to PDF (Figure 1C). In the control groups, we did not
detect a–smooth muscle actin (a-SMA) in the PM, and cyto-
keratin staining was conﬁned to the preserved mesothelial cell
monolayer (Figure 1D). In contrast, a greater accumulation of
a-SMA ﬁbroblasts was observed in the submesothelial com-
pact region of cd692/2 compared with WTmice treated with
PDF. A signiﬁcant proportion of the myoﬁbroblasts coex-
pressed cytokeratin, indicating that they were derived from
local conversion of mesothelial cells (MMT) (Figure 1D).
There was a strong correlation between peritoneal thickness
treated as in A. Data are means6SDs (n=3). (D) Representative images of immunoﬂuorescence analysis of PM sections fromWT and cd692/2
mice treated as in A, stained with antibodies to cytokeratin (green) or a-SMA (red), and counterstained with 4,6-diamidino-2-phenyl-
indole (blue). Quantiﬁcation of double-positive (a-SMA+ Cyt+) cells (yellow; indicated with arrows) was performed; 10 ﬁelds per mouse
were usually scored. Data show means6SDs (n=9). Correlation between a-SMA+ Cyt+ cell counts and PM thickness was evaluated
(Spearman regression; n=9). Magniﬁcation,3200. (A–D) Differences were considered statistically signiﬁcant for P,0.05 using one-way
ANOVA. *P,0.05; **P,0.01; ***P,0.001. (E) Total protein extracts of PM from WT or cd692/2 mice (n$3) treated as in A were im-
munoblotted with antibodies to a-SMA and b-actin as loading control.
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Figure 2. CD69 deﬁciency induces proinﬂammatory and proﬁbrotic cytokine production in the peritoneum. (A) Concentration of the
main cytokines released by Th17, Th1, and Th2 cells (IL-17, IFN-g, and IL-4, respectively) was measured in the peritoneal efﬂuents from
WT and cd692/2 mice treated for 40 days with PDF or saline as control (n$8). (B) Concentration of proinﬂammatory cytokines TGF-b,
IL-6, IL-1b, and MCP3 as in A. (C) Relative mRNA expression of TGF-b, IL-6, and IL-1b was assessed by qPCR (n$3) in PM tissue from
WT and cd692/2 mice treated as in A. In A–C, data are means6SDs. P values ,0.05 were considered statistically signiﬁcant using one-
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and the number of double-positive ﬁbroblasts (Figure 1D).
These data were conﬁrmed by the analysis of a–SMA protein
levels from peritoneal samples (Figure 1E). These results in-
dicate that the inﬂammation/MMT axis drives the ﬁbrotic
process of the PM after PDF exposure and that this process
is deregulated in cd692/2 mice.
CD69-Deﬁcient Mice Show Enhanced Proinﬂammatory
Milieu on PDF Exposure
At 40 days after PD treatment, the levels of IL-17 were greatly
enhanced in the efﬂuent of cd692/2mice, whereas IFN-g and
IL-4 levels did not show any signiﬁcant differences between
groups (Figure 2A). Analysis of cytokines controlling Th17
differentiation revealed that TGF-b increased signiﬁcantly in
PDF–treated cd692/2mice, whereas IL-6 did not show differ-
ences among groups, and IL-1b was increased in the efﬂuent
of both saline– and PDF–treated cd692/2 mice. MCP-3 ex-
pression was also increased in the efﬂuents of PDF–exposed
cd692/2mice (Figure 2B). Interestingly, TGF-b, IL-6, and IL-1b
cytokine–encoding transcripts from peritoneal tissue were sig-
niﬁcantly increased in PDF–treated cd692/2 mice compared
with the WT (Figure 2C). These data indicated that TGF-b,
but not IL-6 and IL-1b, was mostly locally produced.
Analysis of the efﬂuents 20 days after PDF exposure
showed a strong increase of the proinﬂammatory cytokines
IL-17 and IL-6 in cd692/2 mice compared with WT mice
(Supplemental Figure 2A). There was also increased expres-
sion of the chemokines GM-CSF; MIP1a; MIP1b; regulated
upon activation, normal T cell expressed and secreted; and
MCP-3 in PDF–treated cd692/2 mice (Supplemental Figure
2B). Comparison of the expression levels of these molecules at
different time intervals showed that the inﬂammatory medi-
ators (e.g., IL-17, IL-6, and MCP-3) tended to peak at 20 days,
whereas the proﬁbrotic cytokine TGF-b was upregulated at
40 days (Figure 2D).
Analysis of the inﬁltrating cells in efﬂuent and peritoneal
tissue at 40 days showed that PDF exposure induced re-
cruitment of CD4+ and CD8+ T lymphocytes in WTmice and
to a greater extent, cd692/2 mice (Figure 3A, Supplemental
Table 1). Quantiﬁcation of the T helper subsets in the efﬂuents
revealed an increase in Th17 in PDF–treatedWTmice that was
exacerbated in cd692/2mice (Figure 3B). Consistent with our
previous results,30 the Stat3 signaling pathway, involved in
Th17 differentiation,36 was enhanced in cd692/2 mice ex-
posed to PDF, because protein levels were increased compared
with the WT (Figure 3C). Moreover, 40 days after PD treat-
ment, there was a small but signiﬁcant increase in the number
of CD4+/FoxP3+ (Treg) cells in cd692/2, and this increase was
much lower compared with the total number of Th17 cells
(Figure 3D). This resulted in an increased Th17-to-Treg ratio
inWTand cd692/2mice exposed to PDF. This ratiowas higher
in the cd692/2 mice (Figure 3D). The presence of an inﬂam-
matory response in PDF–treated cd692/2 mice was further
substantiated by the strong recruitment of neutrophils and
monocytes into the abdominal cavity and the peritoneal tissue
(Figure 3E, Supplemental Table 1). Similar results were ob-
tained in cd692 /2 mice after 20 days of PD treatment
(Supplemental Figure 3).
CD69 Controls Fibrosis under Uremic Conditions
We generated WTand cd692/2 uremic Foxp3-mRFP/IL-17A-
eGFPmice (Figure 4A), which were treated with saline or PDF
for 40 days. At the end of the study, a signiﬁcant increase in PM
thickness was observed in bothWTand cd692/2mice exposed
to PDF compared with mice exposed to saline, and again, the
ﬁbrosis was exacerbated in cd692/2 mice (Figure 4B). The
inﬁltrate increased in WT and cd692/2 mice exposed to
PDF, but it reached statistical signiﬁcance only in the cd692/2
group (Figure 4C). These data were conﬁrmed by the
detection of high levels of collagen 1 and ﬁbronectin mRNAs
as well as TGF-b–, IL-6–, and IL-1b–encoding transcripts in
peritoneal tissues from cd692/2 compared with WTmice ex-
posed to PDF (Figure 4, D and E). The level of IL-17 in the
efﬂuent was signiﬁcantly increased in cd692/2mice exposed to
PDF, but in these uremic mice, the concentration of IL-17 was
much lower than that in nonuremic mice at the same time
point of treatment. IFN-g and IL-4 levels did not show any
signiﬁcant differences between groups (Supplemental Figure
4). PDF induced recruitment of CD4+ and CD8+ T lympho-
cytes to similar extents in WTand cd692/2mice (Supplemen-
tal Figure 5A). Th17 showed an increase in both PDF–treated
WT and cd692/2 mice, but the number of Th17 was signiﬁ-
cantly higher in cd692/2 mice (Supplemental Figure 5B).
The number of Tregs also increased in WT and cd692/2
mice treated with PDF, reaching statistical signiﬁcance only
in the cd692/2 group (Supplemental Figure 5B). Similarly,
the increase of the Th17-to-Treg ratio reached statistical sig-
niﬁcance only in cd692/2mice (Supplemental Figure 5B). The
recruitment of monocytes and neutrophils was induced by
PDF exposure to a similar extent in WT and cd692/2 mice
(Supplemental Figure 5C). It was noteworthy that the number
of cells in the inﬁltrates was generally smaller in nephrectomized
than in nonuremic cd692/2mice exposed to PDF, whereas the
thickness was similar in both uremic and nonuremic cd692/2
mice. In contrast, uremic WT mice exposed to PDF showed
increased ﬁbrosis and inﬁltrate cell number compared with
nonuremic WT mice. These data suggested that uremia
accelerated the inﬂammatory process and that the
way ANOVA. *P,0.05; **P,0.01; ***P,0.001. (D) Time course analysis of the production of IL-17, IL-6, MCP3, and TGF-b in the peri-
toneal efﬂuents fromWT and cd692/2mice (KO) treated for 10, 20, and 40 days with PDF or saline as control. Colored columns highlight
whether a cytokine is important for either the initiation of inﬂammation or ﬁbrosis.
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Figure 3. CD69 deﬁciency enhances the peritoneal recruitment of Th17 cells. (A) Quantitative analysis of CD8+ and CD4+ cells recruited
to the peritoneal cavity of WT and cd692/2mice in response to a 40-day treatment with PDF by ﬂow cytometry. Representative density
plot is shown with highlighted percentages of the corresponding lymphocytes. Total numbers of CD8+ and CD4+ cells in the peritoneal
efﬂuents, shown in the graphs, were calculated according to the ﬂow cytometry results and total cell count in the same mouse. Data are
means6SDs (n$6). (B) Density plot of ﬂow cytometry analysis of CD4+IL-17+ (Th17) and CD4+IFN-g+ (Th1) cells. Numbers in quadrants
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inﬂammation curve was in its decline phase in cd692/2 but
not in WTmice exposed to PDF. Taken together, our results
indicated that uremia contributed slightly to the ﬁnal out-
come of peritoneal alteration, conﬁrming the regulatory role
of CD69 in those processes.
Blockade of CD69 Mimics the Exacerbated Response
of cd692/2 Mice to PD Fluid
To further show the relevance of CD69 in limiting peritoneal
ﬁbrosis, PDF–exposed WT mice were intraperitoneally in-
jected with a neutralizing anti–CD69 antibody (mAb-2.2)
or a mouse IgG1 isotype–matched control (mAb-2.8). PDF–
exposed cd692/2mice treated withmAb-2.2 served as positive
control. WTmice treated with anti-CD69 exhibited increased
peritoneal ﬁbrosis in response to PDF exposure compared
with WT mice treated with the control antibody and similar
to cd692/2 treated with anti-CD69 mAb (Figure 5A). Quan-
tiﬁcation of the CD4+ lymphocytes showed a clear increase,
although it did not reach statistical signiﬁcance (P=0.06), in
Th17 but not in Th1 or Th2 in anti–CD69-treated WT and
cd692/2 mice exposed to PDF (Figure 5B). Again, after PDF
exposure, there was a signiﬁcant increase in the number of
Tregs in cd692/2 mice treated with anti-CD69 antibody (Fig-
ure 5C), but this increase was not observed inWTmice (Figure
5C). The enhanced inﬂammatory response in PDF-exposed
mice treated with anti-CD69 was supported by a stronger re-
cruitment of neutrophils and monocytes (Figure 5D). There
was a strong correlation between thickness and the number
of inﬁltrating Th17 cells (r=0.64; P=0.03), reinforcing the
concept that Th17-mediated inﬂammation drives peritoneal
ﬁbrosis.
IL-17 Mediates the Exacerbated Response of cd692/2
Mice to PD Fluid
To show that IL-17 mediated the exacerbated inﬂammatory
and ﬁbrotic responses to PDF in cd692/2 mice, they were in-
traperitoneally injected with anti–IL-17 neutralizing mAb or a
rat IgG2A isotype–matched control; cd692/2 mice treated
with anti–IL-17 presented less peritoneal ﬁbrosis in response
to PDF compared with cd692/2mice treated with the control
antibody (Figure 6A).
An analysis of CD4+ lymphocytes subpopulations showed a
signiﬁcant reduction in Th17 but not in Th1 or Th2 in anti–
IL-17–treated cd692/2 mice exposed to PDF (Figure 6B).
PDF–exposed cd692/2 mice treated with blocking anti–IL-17
antibody did not show a signiﬁcant decrease of CD4+/FoxP3+
(Treg) cells (Figure 6C). However, the Th17-to-Treg ratio
was reduced in cd692/2 mice treated with anti–IL-17 com-
pared with mice treated with the control antibody (Figure
6D). Treatment with anti–IL-17 abrogated the expression of
IL-17 in PDF–exposed cd692/2 mice (Figure 6E). The de-
creased inﬂammatory response in PDF–exposed cd692/2
mice treated with anti–IL-17 was shown by a reduction in
neutrophil and monocyte recruitment (Figure 6F). These
results strongly suggested that CD69 modulated the Th17–
mediated inﬂammatory response in the peritoneal cavity
and negatively regulated peritoneal ﬁbrosis induced by
PDF exposure.
CD69 within the Lymphocyte Compartment Regulates
Fibrosis
WT and cd692/2 mice were reconstituted with mixed bone
marrow (BM) cells from Rag22/2gc
2/2 and CD692/2 or
Rag22/2gc
2/2 and WT cells in a proportion of 3:1, respec-
tively. The myeloid cell subset of the chimeric mice belongs to
the Rag22/2gc
2/2 double mutants, whereas the lymphocytic
compartment belongs to WTor cd692/2 donors as shown by
CD69 expression on the CD4+ T cell subset (Figure 7A). WT
or cd692/2mice reconstituted with Rag22/2gc
2/2 andWTor
CD69 KO BM cells had similar proportions of lymphocyte
subpopulations (Supplemental Figure 6). Mice reconstituted
with a mixture of BM cells from Rag22/2gc
2/2 and cd692/2
had greater PDF–induced peritoneal ﬁbrosis thanmice recon-
stituted with Rag22/2gc
2/2 and WT BM cells (Figure 7B),
indicating that the expression of CD69 within the lympho-
cytes was critical to controlling the ﬁbroproliferative response
after PD treatment.
An analysis of the T helper subpopulations revealed a
signiﬁcant increase in Th17 but not in Th1 or Th2 cells inmice
reconstituted with Rag22/2gc
2/2 and cd692/2 BM cells com-
pared with mice reconstituted with Rag22/2gc
2/2 and WT
BM cells on exposure to PDF (Figure 7C). Therefore, these
data unequivocally show that CD69 expression within the
lymphocyte compartment controls the Th17 response and
the development of ﬁbrosis in the peritoneum after PD
treatment.
DISCUSSION
The pathophysiologic role of CD69 in ﬁbroproliferative
diseases had not been explored so far. By using complementary
indicate percentages of the corresponding cells. Total numbers of CD4+IL-17+ (Th17), CD4+IFN-g+ (Th1), and CD4+IL-4+ (Th2) cells
collected from the peritoneal cavity were quantiﬁed. Data aremeans6SDs (n$6). (C) Immunoblotting analysis of total andphosphorylated
Stat3 in total protein lysates of PM fromWT and cd692/2 treated or not with PDF for 40 days (n$3).b-Actin was used as loading control. (D)
Density plot of ﬂow cytometry analysis of CD4+FoxP3+ (Tregs) and their total quantiﬁcation are shown. Th17-to-Treg ratio is shown. Data
are means6SDs (n$6). (E) Density plot of ﬂow cytometry analysis of CD11b+Ly6Glow (monocytes) and CD11b+Ly6Ghigh (neutrophils) and
their quantiﬁcation are shown (n$6). P values,0.05 were considered statistically signiﬁcant using one-way ANOVA. *P,0.05; **P,0.01;
***P,0.001.
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Figure 4. CD69 regulates ﬁbrosis in mice with abnormal renal function. WT and cd692/2 mice undergo 5/6 nephrectomy before
treatment with saline or PDF for a period of 40 days. (A) Serum levels of urea and creatinine were measured before and 10 and 54 days
after 5/6 nephrectomy in groups throughout the treatment with saline or PDF. (B) Fibrosis assessment by Masson Trichrome staining in
CD692/2 and WT mice 54 days postnephrectomy. Arrows indicate thickness of the PM. Right panel shows quantiﬁcation of peritoneal
ﬁbrosis in uremic mice (n$10). (C) Total cell counts of the peritoneal efﬂuent in each group of mice. Fibrosis and inﬂammation in
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experimental approaches in WT and cd692/2 mice as well as
BM transplantation and in vivo blocking experiments, our
results strongly indicate that CD69 modulates peritoneal ﬁ-
brosis, at least in part, through regulation of the Th17/Treg
balance. We also show that uremia contributes modestly to
ﬁbroproliferative response of the peritoneum and that CD69
also modulates the inﬂammation under the uremic status. De-
spite the ﬁndings in animal models,37,38 the effect of uremia
itself on the peritoneum in humans is controversial.14–16 The
possible contribution of uremia to the alteration of the PM
anatomy and its transport characteristics is still a matter of
debate.
The Th17 lineage has gained broad acceptance as a key
mediator of various inﬂammatory and autoimmune pathol-
ogies.39–44 Tregs are suppressors of activated T cell expansion
and considered key regulators of adaptive immunity that me-
diates self-tolerance.45 Recent evidence indicates that Th17
lineage and Tregs are developmentally related.46 In addition,
it was shown that plasticity between these two lineages as well
as the pathogenic conversion of Tregs into Th17 cells occurred
in autoimmune arthritis.47 Our data show that CD69 deﬁ-
ciency or CD69 blockade results in exacerbated peritoneal
ﬁbrosis in response to PDF. This result correlates with en-
hanced inﬂammatory inﬁltrate and local hyperactivation of
the Th17 cells. In contrast, Th1- or Th2-mediated responses
seem to have little, if any, relevance in PD-induced ﬁbrosis.
The enhanced peritoneal ﬁbrosis in cd692/2mice is associated
with an increase in the Th17-to-Tregs ratio, which is caused by
augmented Th17 cells rather than a decrease of Tregs. Even
more important than the relative proportion of Tregs is their
functional stage. It has been described that the expression of
CD69 on Tregs is required for the correct function of these
cells in immune homeostasis and the modulation of inﬂam-
mation.33 Thus, it can be speculated that CD69 controls peri-
toneal ﬁbrosis by limiting Th17 responses and regulating the
function of Tregs.
Our results show that the peritoneal changes induced by
PDF exposure are not only exacerbated in magnitude but also,
accelerated over time intervals in cd692/2 mice and that in-
ﬂammation precedes the ﬁbrotic process. One of the most
remarkable characteristics during peritoneal ﬁbrosis is the
progressive accumulation of myoﬁbroblasts. Here, we show
that the accumulation of myoﬁbroblasts is greater in cd692/2
than in WT mice on PDF treatment. A signiﬁcant pro-
portion of these myoﬁbroblasts derive from mesothelial cells
via MMT. Recently, the concept of MMT as a key process in
peritoneal ﬁbrosis has been challenged by a lineage-tracing
study.11 However, another lineage tracing–based study
conﬁrmed the mesothelial origin of a subpopulation of perito-
neal ﬁbroblasts.48 Thus, the role of MMT in peritoneal ﬁbrosis
is still a matter of debate and will require additional studies.49
Independent of the precise origin of the myoﬁbroblasts, our
results clearly indicate that inﬂammation drives the ﬁbrotic
process of the PM after PDF exposure and that this process is
deregulated in cd692/2 mice.
We have observed that TGF-b is strongly upregulated in the
peritoneal cavity of cd692/2 mice exposed to PDF. This cyto-
kine plays a central role in the differentiation of Th17 and Treg
lineages, because it causes uncommitted progenitors to pass
through an intermediate stage.50 Exposure to TGF-b alone
skews precursors toward the Treg lineage, whereas the combi-
nation of TGF-b and IL-6 causes progenitors to adopt a Th17
signature.46We have observed that IL-6 was rapidly induced at
20 days in the peritoneal cavity of cd692/2 mice exposed to
PDF, and it remained high at 40 days. These datamight explain
the strong local polarization toward Th17 differentiation in
response to PDF exposure.
In conclusion, our ﬁndings show that CD69 modulates
Th17–mediated inﬂammatory responses and negatively regu-
lates peritoneal ﬁbrosis. These data improve our understand-
ing of ﬁbrotic processes and might help in the design of new




The cd692/2 mice were generated in the 129/Sv background as de-
scribed51 and backcrossed onto C57BL/6 for at least 12 generations.
cd692/2 and wild type mice used for experiments were 8-12-week
old females, and were either littermates or age-matched offspring of
littermates in the C57BL/6 background. Double reporter mice (BL6
background) expressing Foxp3-mRFP (monomeric red ﬂuores-
cence protein inserted in the foxp3 locus) and IL-17A-eGFP
(enhanced green ﬂuorescent protein (eGFP) inserted in the
Il17a locus), were kindly provided by Dr. R. Flavell. We generated
cd692/2/Foxp3-mRFP/IL-17A-eGFP mice after backcrossing double
reporter with C57/BL6 cd692/2 mice. Rag22/2gc
2/2 double–KO
mice were provided by Dr. M.L. Toribio. Animals were housed and
used in speciﬁc pathogen–free conditions at the CNIC animal facil-
ity. All animal procedures were approved by the ethics committee of
the Comunidad Autónoma de Madrid and conducted in
accordance with the institutional guidelines that comply with the
Directive of the European Parliament and of the Council on the Pro-
tection of Animals Used for Scientiﬁc Purposes.52
peritoneal tissue from uremic WT and CD692/2 mice were assessed by qPCR analysis of (D) collagen 1 and ﬁbronectin and (E) proin-
ﬂammatory cytokines, respectively. Bars are means6SDs (n$6). P values ,0.05 were considered statistically signiﬁcant using one–way
ANOVA test, and Bonferroni post-tests were used to compare selected pairs of means and all pairs of means, respectively. NX, ne-
phrectomy. *P,0.05; **P,0.01; ***P,0.001.
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Figure 5. CD69 blockade in WT mice reproduces the CD692/2 phenotype. WT and cd692/2 mice were subject to a 40-day PDF
treatment combined with either anti-CD69 antibody (Ab-2.2 or +2.2) treatment (in the case of both genotypes) or isotype control
antibody (Ab-2.8 or +2.8) treatment as control (in the case of WT alone). The antibody was applied every 5 days (100 mg per mouse). (A)
Representative pictures of Masson Trichrome staining of PM sections from the three groups. The PM thickness, indicated with arrows,
was quantiﬁed. Data are means6SDs (n$5). Scale bars, 100 mm. (B and C) Representative density plots of ﬂow cytometry analysis and
3570 Journal of the American Society of Nephrology J Am Soc Nephrol 27: 3561–3576, 2016
BASIC RESEARCH www.jasn.org
Animal Surgeries and PDF Treatment
Catheter implantation was performed as described elsewhere.53 We
used four groups ofmice throughout the project. The controlWTand
cd692/2 groups received 2 ml physiologic saline (n=10 per group)
via a catheter. In addition, the treated WT and cd692/2 groups re-
ceived 2 ml standard PDF (PDF-4; 25% glucose; pH 5.5; Stay Safe;
FreseniusMedical Care) daily through the catheter (n=10 per group).
Themice were treated for various time intervals (10, 20, and 40 days).
To study the mechanism of the CD69 receptor in tissue ﬁbrosis, we
performed a comparison between the WTand cd692/2 PDF groups.
The experiment was repeated a minimum of two times.
To make mice uremic, 5/6 nephrectomy was performed under
isoﬂurane anesthesia (4% for induction and 2%–3% for mainte-
nance); 0.05–0.1 mg/kg buprenorphine (Temgesic) was injected in-
tramuscularly 15–30 minutes preoperatively, and eye drops were
given. The animal was shaved in the abdomen, and it was placed
on a heating pad. A ventral midline incision was made through the
skin followed by an incision along the linea alba. Through the lapa-
rotomy, the left kidney was released from its capsule by using surgical
forceps and wet cotton swabs. At this point, the kidney could be easily
positioned on top of the peritoneum and was placed on a wound pad.
The anterior one third and posterior one third parts of the kidney
were impaired by using a monopolar electric blade. The remaining
functional one third of the left kidney is placed back into its original
position in the abdominal cavity. Following the same procedure, the
right kidney was also removed from the abdominal cavity and re-
leased from the capsule. A total ligation with insoluble suture was
applied that included the kidney vein, artery, and urethra. After the
ligation, the right kidney was totally removed from the body. A vol-
ume of 200ml blood was drawn via facial vein puncture at day21 and
at days 10 and 54 postnephrectomy (end point). At all of the time
points, serum samples were analyzed for urea and creatinine levels.
Measurements were performed by using the Dimension RxL Max
Integrated Chemistry System.
BM Chimera Mice
WTand cd692/2 females, which were 10–12 weeks old, were lethally
g-irradiated with two doses of 6.5 Gy and intravenously
administered a mixture of 43106 BM cells from Rag22/2gc
2/2 and
cd692/2 or Rag22/2gc
2/2 and WT cells in a proportion of 3:1, re-
spectively. The Rag22/2gc
2/2 double–mutant mice are completely
alymphoid (they lack T, B, and NK subsets), which gives speciﬁcity to
our assay: the myeloid cell subset will belong to the Rag22/2gc
2/2
double mutants, whereas the lymphocyte compartment will belong
only toWTor cd692/2 donors. Reconstitution of the immune system
by the donors was analyzed 6 weeks after the BM transplant, and
reconstituted mice were subsequently analyzed 40 days after PD
treatment.
Anti–IL-17 Administration and Neutralization
PD–instilled cd692/2mice were treated with a neutralizing antibody
against IL-17A or its corresponding control (mouse IgG1-K Isotype).
Anti–IL-17A antibody (100 mg per mouse; eBioscience, San Diego,
CA) was instilled in the peritoneal cavity via a catheter every 5
days for a total period of 40 days. A control group was created by
treating PDF–instilled cd692/2 mice with mouse IgG1-K Isotype
(eBioscience) at the same concentration.
Anti-CD69 Administration and Neutralization
Murine mAb-2.2 antibody (IgG1-K), speciﬁc for mouse CD69, was
generated as previously described.54,55 It was puriﬁed from concen-
trated supernatants obtained in an INTEGRA CL 350 Flask (Integra
Biosciences AG) using a protein G column (Pharmacia Biotech). Pu-
riﬁed antibody was dialyzed extensively against PBS, tested for endo-
toxin (levels were ,0.1 ng/ml), and stored at 220°C. PDF–treated
WTmice were treated with a neutralizing antibody mAb-2.2 against
CD69. mAb-2.2 can completely block CD69 receptors in all mouse
compartments. mAb-2.2 (100 mg per mouse) was instilled in the
peritoneal cavity through a catheter every 5 days for a total of
40 days. As control groups, WT PDF–instilled mice were treated
with a mouse mAb-2.8 isotype, and cd692/2 PDF mice were treated
with neutralizing antibody mAb-2.2.
FACS Analyses
Cell suspensions obtained from peritoneal lavage and membranes
were stained with ﬂuorochrome–conjugated mouse–speciﬁc anti-
bodies against CD3, CD45, CD4, CD8a, B220, CD11c, CD11b, Ly6C,
CD69, Ly6G, IFN-g, IL-4, and IL-17 (BD Biosciences Pharmingen, San
Diego, CA) and FoxP3 (eBiosciences). Before intracellular staining, cells
were restimulated for 4 hours with 50 ng/ml PMA and 500 ng/ml
ionomycin in the presence of 1 mg/ml Brefeldin A. Samples were
analyzed in a BD FACS Canto II (BD Biosciences, San Jose, CA)
ﬂow cytometer, and additional analyses were performed using
FlowJo software.
Real-Time qPCR
cDNA for real-time qPCRwas generated from 0.5mg total RNAusing
the High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosys-
tems, Foster City, CA) in a ﬁnal reaction volume of 10 ml. The qPCR
reactions were performed in triplicate using 10 ml each cDNA at 1:40
dilution, 10 mM each oligonucleotide, and HOT FIREPol qPCR Mix
(Solis BioDyne) or Power SYBR Green PCR Master Mix in a total
volume of 8 ml in MicroAmp Optical 384-Well Plates (Applied Bio-
systems). PCR reactions were performed using the ABI PRISM
7900HT (Applied Biosystems). The amount of ampliﬁed DNA was
measured through the emission of light by SYBR Green Dye, inter-
calating in synthesized double–stranded DNA. All samples were
quantiﬁcation of T cell subsets in the peritoneal efﬂuents (n$5): (B) Th17 (CD4+IL-17+), Th1 (CD4+IFN-g+), and Th2 (CD4+IL-4+) and (C)
Tregs (CD4+Foxp3+). Percentages of the subpopulations are shown above the corresponding quadrant in the graph. (D) Representative
density plots of ﬂow cytometry analysis and quantiﬁcation of CD11b+Ly6Glow (monocytes) and CD11b+Ly6Ghigh (neutrophils) cells in the
peritoneal efﬂuents (n$5). Percentages of the subpopulations are shown above the corresponding quadrant in the graph. Data are
means6SDs (n$5). P values ,0.05 are considered statistically signiﬁcant using one-way ANOVA. *P,0.05; **P,0.01; ***P,0.001.
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Figure 6. Neutralization of IL-17 in PDF–treated cd692/2 mice attenuates peritoneal ﬁbrosis. The cd692/2 mice were subject to a
40-day exposure to PDF and simultaneously treated with either a neutralizing antibody against IL-17 (anti–IL-17) or its corresponding
control antibody. The antibody was applied every 5 days (100 mg per mouse). (A) Representative pictures of Masson Trichrome–stained
sections of PM from both cd692/2 groups. PM is indicated with arrows. PM thickness was measured, and quantiﬁcation is represented
on the graph. Data are means6SDs (n$5). (B) Flow cytometry analysis of Th17 (CD4+IL-17+), Th1 (CD4+IFN-g+), and Th2 (CD4+IL-4+)
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measured in triplicate. SDS v2.2 software was used to analyze the
results. Speciﬁc ampliﬁcation was controlled by melting curve anal-
ysis. The data were analyzed by using the comparative Ct Method
(DDCt). The x-fold change in mRNA expression was quantiﬁed rel-
ative to control WTsamples from the same experiment. b-Actin and
GAPDH mRNAs was used as housekeeping genes. The primers that
were used in this study were as follows: collagen, forward: CCA-
GAGTGGAACAGCGATTAC and reverse: GCAGGCGAGATGGCT-
TATTT; ﬁbronectin, forward: GCAAACCTATAGCTGAGAAGTC and
reverse: CAAGTACAGTCCACCATCATC; TGF-b, forward:
GGAACTCTACCAGAAATATAGCAACAATTC and reverse:
TGTAATCCGTCTCCTTGGTTCAG; IL-6, forward: GAGGATAC-
CACTCCCAACAGACC and reverse: AAGTGCATCATCGTTGTT-
CATACA; IL-1b, forward: TGGTGTGTGACGTTCCATT and
reverse: CAGCACGAGGCTTTTTTGTTG; b-actin, forward:
AAGGAGATTACTTGCTCTGGCTCCTA and reverse: ACT-
CATCGTACTTCCTGCTTGCTGAT; and GAPDH , forward:
AGCTTGTCATCAACGGGAAG and reverse: TTTGATGT-
TAGTGGGGTCTCG.
Immunoblotting
Lysates of PM were prepared in PD buffer (40 mM Tris HCl [20 mM,
pH 8.0], 0.5 M NaCl, 6 mM EDTA, 6 mM de EGTA, and 0.1% NP40)
containing the protease inhibitor cocktail (Complete; Roche, Basel,
Switzerland). Proteins (30 mg) were size separated on 10% SDS poly-
acrylamide gels and transferred onto Trans-Blot Nitrocellulose
Membranes (Bio-Rad, Hercules, CA). Primary antibodies for immu-
noblotting were as follows: anti–b-actin (Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, CA), anti-Stat3 (Santa Cruz Biotechnology), antiphos-
pho-Stat3 (Cell Signaling Technology, Danvers, MA), and a-SMA
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO).
FlowCytomix
To determine the quantity of cytokines and chemokines, the peritoneal
cavity was washed with 2 ml saline immediately after the mice were
euthanized. The solution was centrifuged, and the supernatant was
analyzed for cytokine and chemokine production using the FlowCyto-
mix technique (BenderMedSystems GmbH). Datawere analyzed using
the FlowCytomix Pro 2.2 software (Bender MedSystems GmbH).
Masson Trichrome Staining
Parietal peritoneal biopsies were collected from the opposite side of
the catheter installation. The biopsies were ﬁxed in Bouin solution,
embedded in parafﬁn, cut into 5-mm sections, and stained with Mas-
son Trichrome. The PM thickness was determined using a micro-
scope (Leica CTR6000 with a Leica Microsystems LAS-AF6000; Leica
Microsystems, Buffalo Grove, IL). Microphotographs were obtained
using an Olympus BX41 Clinical Microscope (Olympus, Tokyo, Ja-
pan) and an Olympus DP20 Digital Camera (Olympus) using cell
acquisition software. The peritoneal thickness in each mouse was
calculated by the median of measurement taken every 50 mm from
one extreme to the other of the biopsy. The result was used to calcu-
late the group thickness.
Immunoﬂuorescence
Biopsies of mice were frozen in optimal cutting temperature
compound and cut into 5-mm sections. To identify the mesothelial
cells, we used a mouse anticytokeratin 8/18 (clone 5D3; Novocastra,
Newcastle, United Kingdom), whichwas stainedwith anti-IgG1–speciﬁc
Zenon Fab Fragments (Invitrogen, Carlsbad, CA) according to theman-
ufacturer’s instructions. Mesenchymal cells were stained with a-SMA
(ab5694–100; Abcam, Inc., Cambridge,MA) and Zenon Fab Fragments.
Nuclei were stained with 4,6-diamidino-2-phenylindole. The micros-
copy was performed with a ﬂuorescence microscope (Leica CTR6000
with LAS-AF6000 software; Leica Microsystems) or a confocal micro-
scope (Leica TCS SPE with LAS-AF software, version 2.0.1, build 2043;
Leica Microsystems).
Statistical Analyses
P values were calculated with the t test, and values ,0.05 were con-
sidered signiﬁcant.Means of the experimental groups were compared
by using one-way ANOVA. To account for multiple comparisons, the
Tukey or Bonferroni post-tests were used to compare selected pairs of
means and all pairs of means, respectively. All statistical analyses were
carried out with GraphPad Prism 5.03 (GraphPad Software, La Jolla,
CA). Correlations were assessed using Spearman correlation tests
(GraphPad Prism 5.03).
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Supplementary Table S1: Flow cytometry analysis of the percentage of different cell 
populations in the peritoneal membrane tissue of WT and cd69-/- mice after 40 days of 
treatment with PDF or saline as control. Data are means ± SEM. 
 
                     WT                   CD69-/- 
(%)  Control    PDF   Control    PDF 
CD11b+Gr-1+ (monocytes) 0.05 ± 0.02 0.18 ± 0.09 0.05 ± 0.01 @ 0.21 ± 0.05 @ 
CD11b+Gr-1high (neutrophils) 0.04 ± 0.01 0.20 ± 0.11 0.03 ± 0.01 £ 0.34 ± 0.07 £ 
B220+ (B cells) 8.12 ± 1.87 £ 20.0 ± 2.21 £, $ 9.26 ± 1.19 @ 4.99 ± 0.98 @, $ 
cDCs (c dendritic cells) 0.04 ± 0.01 @ 0.12 ± 0.03 @ 0.03 ± 0.01  0.10 ± 0.02  
pDCs (p dendritic cells) 0.57 ± 0.19 1.68 ± 0.60 0.32 ± 0.08 & 1.97 ± 0.40 & 
CD4+ (T cells) 0.04 ± 0.02 @ 0.26 ± 0.08 @ 0.04 ± 0.01 & 0.21 ± 0.04 & 
CD8+ (T cells) 0.04 ± 0.02 &, * 0.18 ± 0.04 &, * 0.05 ± 0.01 &, © 0.14 ± 0.02 &, © 
 
@: p < 0.05; &: p < 0.01; £: p <0.001; $: p < 0.001: WT PDF vs. cd69-/- PDF; *: p < 












Supplementary Figure S1: PDF treatment of WT and cd69-/- mice (20 days). (A) 
Trichrome Massons staining of peritoneal tissue in cd69-/- and WT mice treated or not 
with PDF. (B) Peritoneal membrane thickness. (C) Total cell counts (x 106) in the 
peritoneal cavity effluents. Data are means ± SD (n≥5). P values p <0.05 are considered 
statistically significant one-way Anova test. *p <0.05, **p <0.01, ***p <0.001. 
  
  
Supplementary Figure S2: Analysis of (A) cytokine and (B) chemokine profiles 
released in the peritoneal cavity after 20 days of PDF treatment. Production of pro-
inflammatory cytokines and chemokines was assessed by Flow Cytomix cytokine array 
and analyzed by FACS. Bars are means ± SD (n≥5). P values p <0.05 are considered 




Supplementary Figure S3: (A-C) Quantification of flow-cytometry analysis of the 
expression of total number of (A) CD45+, (B) Th17, Th1 and Th2 and  (C) Treg cells 
after 20 days treatment with saline or PDF. (D). Ratio between the total Th17 and 
regulatory T cells in all groups. (E) CD11b+Ly6Glow (monocytes) and CD11b+Ly6Ghigh 
(neutrophils) in the peritoneal effluents from indicated groups.  P values p <0.05 are 













Supplementary Figure S4. Analysis of cytokine expression in the peritoneal cavity of 
uremic WT and cd69-/- mice. Mice undergo 5/6 nephrectomy before treatment with 
saline or PDF for a period of 40 days. Production of T helper-associated cytokines was 
assessed by multiplexed flow cytometric bead array. Bars are means ± SD (n≥6). P 
values p <0.05 were considered statistically significant using one-way Anova test, and 
Bonferroni post-test were used to compare selected pairs of means and all pairs of 








































Supplementary Figure S5. Density plots of flow-cytometry analysis in peritoneal 
effluents from uremic cd69-/- double reporter (cd69-/-dRep) mice (Foxp3-mRFP in 
foxp3 locus and IL-17A-eGFP in Il17a locus) or wt littermates (cd69+/+dRep). (A) 
Total numbers of CD8+ and CD4+ T cells were assessed in mice treated during 40 days 
with saline or PDF. (B) Analysis of CD4+FoxP3-RFP (Tregs) and IL-17eGFP from 
indicated groups. The Th17/Treg ratio is shown. (C) CD11b+Ly6Glow (monocytes) 
and CD11b+Ly6Ghigh (neutrophils) quantification in peritoneal effluents. P values p 
<0.05 are considered statistically significant using one-way Anova test. *p <0.05, **p 





Supplementary Figure S6: WT and cd69-/- recipient mice were transplanted with a 
mixture of BM cells from Rag2-/-γc-/- and cd69-/- or Rag2-/-γc-/- and cd69+/+ (WT) cells as 
described in the Material and Methods section. In the following graphs recipient mice 
are WT or KO for CD69 alone and donor mice are WT or KO mixed with Rag2-/-γc-/- 
cells. Flow-cytometry analysis of CD4+, CD8+, NK (DX5+) and B (B220+) cells in 
peripheral blood (PBL) samples in reconstituted mice before the initiation of PDF 
treatment. (n≥8). No statistically significant differences were found using one-way 
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Thymus-derived regulatory T cells (tTregs) are key to prevent autoimmune diseases but the 25 
mechanisms involved in their development remain unsolved. Here, we show that the C-type 26 
lectin receptor CD69 controls tTreg cell development and peripheral Treg homeostasis 27 
through the regulation of BIC/miR-155 and its target, the suppressor of cytokine signaling 28 
1 (SOCS-1). Using Foxp3-mRFP/cd69+/- or /cd69-/- reporter mice, shRNA-mediated 29 
silencing and miR-155 transfection approaches, we found that CD69 deficiency impaired 30 
the signal transducer and activator of transcription 5 (STAT5) pathway in Foxp3+ cells. 31 
This results in BIC/miR-155 inhibition, increased SOCS-1 expression and severely 32 
impaired tTregs development in embryos, adults and Rag2-/-γc-/- hematopoietic chimeras 33 
reconstituted with cd69-/- stem cells. Accordingly, mirn155-/- mice have impaired 34 
development of CD69+ tTreg cells and overexpression of miR-155 induced CD69 pathway, 35 
suggesting that both molecules might be concomitantly activated, in a positive feedback 36 
loop. Moreover, in vitro-inducible CD25+ Tregs (iTregs) development is inhibited in Il2rγ-/-37 
/cd69-/- mice. Our data highlight the contribution of CD69 as a non-redundant key regulator 38 
of BIC/miR-155-dependent Treg development and homeostasis. 39 
 40 
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Regulatory T (Treg) cells are a specialized subset of lymphocytes with a dominant role in 43 
the prevention of autoimmune diseases (1). Treg subtypes have been classified according to 44 
their origin in the thymus, peripheral lymphoid organs or in vitro, and have been 45 
extensively characterized; however, the mechanisms that regulate their generation in the 46 
thymus remain poorly understood. Understanding how thymus-derived Treg cells (tTregs) 47 
(2) become a distinct lineage is crucial for the development of strategies to control immune 48 
responses by targeting these cells (3). A central event in tTreg differentiation is the 49 
induction of the transcription factor Foxp3 by early signals delivered from the TCR, which 50 
results in transcriptional activation and enhanced function of the IL-2 signaling pathway(4). 51 
Among other mechanisms, Foxp3 expression is promoted by miR-155 through the 52 
inhibition of SOCS1 (suppressor of cytokine signaling 1), enhancing activation and binding 53 
of STAT5 (signal transducer and activator of transcription 5) to the Foxp3 promoter and the 54 
Foxp3-CNS (conserved non-coding sequence) (5, 6). In a positive feedback loop, Foxp3 55 
increases expression of miR-155 by binding to an intronic element of BIC, the gene 56 
encoding the miR-155 precursor transcript. Nevertheless, the mechanisms by which 57 
miRNAs impact tTreg differentiation and function are not fully elucidated and the data are 58 
somewhat contradictory. For example, Dicer, a member of the RNAseIII complex that 59 
processes pre-miRNAs into mature miRNAs, plays a key role in tTreg differentiation (7) 60 
and function (8); however, lack of Dicer is linked to enhanced miR-155 expression in 61 
MRL/lpr mice (9), suggesting that there are Dicer-independent mechanisms for miRNA 62 
regulation in Tregs. The Tregs of Lupus-prone mice have an altered phenotype, low levels 63 
of Dicer, and a weak suppressive capacity linked to the expression of the C-type lectin 64 
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receptor CD69 (9). Moreover, increased CD69 expression has been detected in activated 65 
Dicer-/- TCs, which show defective egress from lymphoid organs (10). In addition, 66 
CD4+CD8+ thymocytes include a CD69highTCRhigh Treg cell progenitor subpopulation, 67 
indicating that CD69 expression is relevant to tTreg differentiation (11). We hypothesized 68 
that CD69, which contributes to the maintenance of immunological tolerance through the 69 
regulation of Treg function, makes a substantial contribution to Treg development in the 70 
thymus. The C-type lectin CD69 is expressed constitutively by a subpopulation of 71 
peripheral Tregs (pTregs) and tTregs (12). Here, we report that CD69 is required for the 72 
development of Tregs in the thymus through the promotion of STAT5 phosphorylation and 73 
the transcription of BIC/miR-155. FoxP3-mRFP/cd69-/- reporter mice have a significantly 74 
below-normal number of tTregs, and Treg differentiation was also impaired in FTOC 75 
cultures of cd69-/- embryonic thymuses or wild-type embryonic thymuses treated with anti-76 
CD69. Consistently, FoxP3+ tTregs are poorly generated from cd69-/- precursors in mixed 77 
bone marrow chimeras. Impairment of STAT5 phosphorylation in FoxP3-mRFP/cd69-/- 78 
tTregs leads to enhanced transcription of SOCS-1 and inhibition of miR-155-dependent 79 
tTreg development. CD69 thus maintains miR-155-dependent tTreg development through a 80 
positive feedback regulatory mechanism, giving rise to a functional pTreg cell subset. Our 81 
results strongly support a role for CD69 as a critical receptor in the control of Treg 82 
development and homeostasis.  83 
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CD69 expression is required for development of the tTreg subset 86 
To determine whether CD69 is necessary for tTreg development in the thymus, we 87 
analyzed CD69 membrane expression in tTregs from cd69+/+, cd69+/-, and cd69-/- 88 
littermates bearing a Foxp3-mRFP reporter gene (monomeric red fluorescent protein 89 
inserted in the foxp3 locus). In agreement with previous data in non-reporter mice (12), 90 
about 30% of tTregs expressing Foxp3-mRFP in wild-type thymus also express CD69 (Fig. 91 
1A and B). This percentage is lower in Foxp3-mRFP/cd69+/- heterozygous mice and this 92 
subset is absent in Foxp3-mRFP/cd69-/- deficient mice (Fig. 1A and B). The proportions of 93 
CD4+ single-positive (CD4SP) thymocytes and the other thymocyte subsets are unaffected 94 
in cd69-heterozygous and -deficient reporter littermates (Fig. 1C); but, compared with 95 
Foxp3-mRFP/cd69+/+ mice, both genotypes showed a 30% lower cellularity of total and 96 
CD4SP thymocytes (Fig. 1D). These results are consistent with previous data showing that 97 
the overexpression of CD69 in the thymus increases the levels of SP thymocytes 98 
controlling egress to the periphery (13, 14). However, Foxp3-mRFP/cd69-/- and cd69+/- 99 
mice showed a marked reduction in the proportion of tTregs compared with cd69+/+ adult 100 
reporter mice (Fig. 1E and F), while total tTreg numbers were not altered in the cd69+/- and 101 
cd69-/- deficient groups (Fig. 1F), indicating that CD69 could be playing an important role 102 
in the regulation of tTreg development masked by thymocyte egress defects in Foxp3-103 
mRFP/cd69-/- mice. In addition, we found that cd69-/- adult reporter mice showed also a 104 
reduction in the proportion of peripheral Tregs (pTregs) compared with cd69+/+ littermates 105 
(Fig. S1A and B). This data is not consistent with the previously reported in non-reporter 106 
mice (12). To clarify the differences observed with Foxp3 reporter mice, we performed 107 
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Foxp3 staining in thymus and spleens from Foxp3-mRFP mice. The data indicate that 108 
exogenous staining with anti-Foxp3 antibodies differs from the endogenous print of Foxp3-109 
mRFP depending on the tissue (Fig. S2), suggesting that the use of anti-Foxp3 antibodies is 110 
not always as accurate as the use of reporter genes. In summary, CD69 could be playing a 111 
role in both, tTreg development and pTreg homeostasis. 112 
 113 
Deletion of CD69 inhibits tTreg differentiation in fetal thymus organ cultures 114 
To determine if cd69-deficiency leads to a decreased tTreg development, independently of 115 
the thymic maturation state or sphingosine 1-phosphate receptor-1 (S1P1)-induced 116 
thymocyte egress capacity, we performed a fetal thymus organ culture (FTOC) assay on 117 
thymuses from 15-17-day-old mouse embryos (E15-E17), and analyzed total CD4SP 118 
thymocytes and tTreg differentiation over 5 days of culture. Compared with cd69+/+ 119 
FTOCs, cd69-/- E15-17 FTOCs displayed a marked reduction in the proportion and absolute 120 
cell numbers of Foxp3+ tTregs, with insignificant changes in total cell numbers (Fig. 2A 121 
and B), indicating that CD69 is required during tTreg differentiation at early stages of 122 
development. To confirm these results, we treated E15 FTOCs with an anti-CD69 123 
monoclonal antibody (2.2), which downregulates CD69 expression and hence blocks 124 
downstream signaling (15) and monitored Treg development over 14 days of culture. 125 
Consistent with the cd69-/- FTOC data, throughout the culture period anti-CD69-treated 126 
FTOCs showed notably lower proportions and cell numbers of Foxp3+ tTregs than FTOCs 127 
treated with isotype control antibody (2.8) (Fig. 2C and D), whereas total FTOC cell 128 
numbers were unaltered by either treatment (Fig. 2D). These findings are consistent with 129 
previous evidence indicating that immature activated CD69+ thymocytes are the precursors 130 
of intrathymic Tregs in humans and mice (11, 16). 131 
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Defective tTreg and pTreg generation from cd69-/- progenitors is a cell-autonomous 133 
defect 134 
To further explore the role of CD69 in tTreg differentiation, we transferred bone marrow 135 
(BM) hematopoietic stem cells from Foxp3-mRFP/cd69+/+ or Foxp3-mRFP/cd69-/- 136 
littermates into lethally γ-irradiated C57BL/6 recipients (Fig. 3A). Twelve weeks after 137 
reconstitution, percentages and numbers of CD4+Foxp3+ Tregs derived from cd69-/- BM 138 
precursors were markedly lower in the thymus (Fig. 3A) and blood (Fig. S3) than those 139 
derived from cd69+/+ precursors, indicating an impaired Treg regeneration capacity of 140 
cd69-/- BM hematopoietic stem cells. Moreover, we analyzed the potential of these 141 
precursors to differentiate to tTregs in sublethally irradiated Rag2-/-γc-/- recipients, which 142 
lack lymphoid cells (Fig. 3B). Because Rag2-/-γc-/- recipient mice lack NK cells, we 143 
depleted donor BM precursors of T cells before transplant to avoid graft versus host disease 144 
(17). As before, cd69-/- BM precursors had the lowest tTreg regeneration potential, even 145 
though in both systems there were no differences in CD4SP cell numbers between thymus 146 
of chimeric mice from cd69+/+ and cd69-/- BM precursors (Fig. 3A and B). These results 147 
suggest that the differences observed in the percentage of CD4+Foxp3+ tTregs in the 148 
thymus are due to impaired differentiation of this cell subset and not to a defective 149 
thymocyte egress (Fig. 3A and B). 150 
Finally, to definitely rule out that the differences observed are due to differential egress 151 
between cd69+/+ and cd69-/- thymocytes (Fig. 1D), we generated mixed BM chimeric mice 152 
by reconstituting sublethally irradiated Rag2-/-γc-/- mice with a 1:1 mixture of wild-type 153 
(B6SJL) CD45.1 and cd69-/- CD45.2 BM hematopoietic stem cells from either Foxp3-154 
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reporter (Fig. 3C) or non-reporter mice (Fig. S4A). Thymuses, spleens, lymph nodes and 155 
blood were harvested starting from 8 to 10 weeks after transfer. CD4+Foxp3+ Tregs 156 
generated from cd69+/+ and cd69-/- precursors were analyzed separately (Fig. 3D, Fig. S4B 157 
and Fig. S5). We detected a marked difference in the frequencies of CD4+Foxp3+ tTregs 158 
and pTregs originating from the two precursors in both models, with a lower proportion of 159 
Tregs derived from cd69-/- CD45.2 CD4+ SP precursors than from cd69+/+ CD45.1 160 
precursors (Fig. 3D and E, Fig. S4C and Fig.S5A-C); this occurred even though CD4+ SP 161 
cells originating from both precursors in equal proportions in the thymus (Fig. 3E), spleens 162 
(Fig. S5A) and lymph nodes (Fig. S5B). These data indicate that cd69+/+ BM hematopoietic 163 
stem cells are necessary for the generation of CD4+Foxp3+ tTregs and subsequently pTreg 164 
homeostasis. Our data are consistent with the finding that Treg precursors in human thymus 165 
form part of the CD69+ thymocyte cell subset (11).  166 
 167 
CD69 deficiency impairs STAT5 signaling and BIC/miR-155-dependent tTreg 168 
differentiation  169 
To investigate the mechanism of CD69-modulated tTreg development, we examined the 170 
Stat5 pathway that stimulates foxp3 promoter, inducing tTreg development (4). Sorted 171 
Foxp3-mRFP+-CD69+ and -CD69- Tregs from wild type reporter mice (Fig. S6), were 172 
analyzed by intracellular staining and western blot. The analysis showed diminished 173 
STAT5 phosphorylation in sorted CD69- tTregs in steady state (Fig. 4A and B), indicating 174 
that CD69 expression maintains STAT5 bystander activation of tTregs within the thymus. 175 
The analysis of spleen sorted pTregs confirmed diminished STAT5 phosphorylation in 176 
secondary lymphoid organs (Fig. S7A). Although we detected no differences in Foxp3 177 
activation or expression between CD69 expressing and non-expressing tTregs (Fig. 4C and 178 
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Fig. 1E) or pTregs (12), the transcriptional activation of bic was abrogated in CD69- tTregs, 179 
and consequently miR-155 expression was inhibited in those cells (Fig. 4D) and pTregs 180 
(Fig. S7B). It has been reported that miR-155 inhibits the expression of suppressor of 181 
cytokine signaling 1 (SOCS-1), supporting Foxp3+ tTreg development (6). Importantly, 182 
socs-1 gene and protein expression were both upregulated in CD69- tTregs (Fig. 4E and F) 183 
and pTregs (Fig. S7B), which had very low levels of miR-155. Moreover, we analyzed 184 
STAT5 pathway in sorted tTregs from cd69+/+, cd69+/- and cd69-/- Foxp3-mRFP-reporter 185 
mice. STAT5 phosphorylation is partially inhibited in cd69+/- compared to cd69-/- tTregs, 186 
that have almost abrogated the pathway (Fig. 4G). Thus, cd69+/- and cd69-/- tTregs have 187 
very low levels of miR-155 compared to cd69+/+. Accordingly, socs-1 gene is modestly and 188 
strongly upregulated in cd69+/- and cd69-/- tTregs, respectively (Fig. 4H). Our data suggest 189 
that the loss of at least one cd69 allele modifies at least in part the expression of the 190 
receptor on the membrane (Fig. 1A and B), but is sufficient to prevent fully activation of 191 
STAT5 pathway, miR-155 transcription, SOCS-1 inhibition and proper differentiation of 192 
tTregs. 193 
The overexpression of SOCS-1 regulates STAT5 signaling reducing the proportion of 194 
tTregs in cd69-/- mice to levels similar to mirn155-/- mice (6). We analyzed the 195 
CD69+/CD69- ratio within tTreg and pTreg cells from mirn155-/- mice (Fig. 5A and C). 196 
Consistent with the previous work, mirn155-/- mice display impaired numbers of tTregs and 197 
pTregs, as well as an important reduction in the development of CD69+ Tregs, both in 198 
thymus (Fig. 5A) and spleens (Fig. 5C). Interestingly, cd69 gene expression was almost 199 
abrogated in the thymus of mirn155-/- mice (Fig. 5B), suggesting that cd69 and mirn155 200 
could have common regulation pathways. 201 
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In agreement, we found that cd69+/- and cd69-/- thymic precursors are less able to 202 
differentiate towards tTregs than CD69-proficient precursors in the same mice (Fig. 1F and 203 
Fig. 3E). These data thus strongly suggest that the maintenance of miR-155 expression in 204 
tTregs is dependent on CD69-induced STAT5 phosphorylation, reflecting a unique 205 
property of CD69 in the development of tTregs.  206 
 207 
Both IL-2Rγ and CD69 signaling is required for the development of in vitro-inducible 208 
CD25+ Treg cells 209 
To further explore the non-redundant role of CD69 in the development of in vitro-inducible 210 
Tregs (iTregs), we analyzed the levels of Foxp3 in the absence of Jak3-STAT5 signaling. 211 
We cultured CD4 naïve T cells under Treg-skewed conditions with TGFβ plus IL-2 in the 212 
presence of antigen presenting cells. The use of Jak3 chemical inhibitors decreased STAT-5 213 
phosphorylation in cd69+/+ iTreg cells to cd69-/- iTreg levels (Fig. 6A), however the 214 
percentage of Foxp3-mRFP+ cells is comparable in both genotypes, even high in cd69-/- 215 
Tregs cultures and independently of Jak-STAT5 inhibition (Fig.6B), indicating that Jak3-216 
STAT5 signaling pathway is not required for Foxp3 expression of inducible Tregs, 217 
corroborating previous data in tTregs (Fig. 4C).  218 
It has been described that Foxp3 expression is dependent of IL-2Rγc, thus Il2rγ-/- mice had 219 
no detectable Foxp3+ cells in thymus or spleen (18). However, the expression of CD25+ 220 
Tregs is detectable in thymus and spleen of those mice (18). We aimed to address the role 221 
of CD69 in the development of CD25+ iTregs in the absence of IL-2Rγ/Foxp3 signaling 222 
pathways. For that purpose, we generated the double knock-out mice Il2rγ-/-/cd69-/-. We 223 
analyzed the levels of CD25+ iTreg cells after induction with TGFβ plus IL-2 in the 224 
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presence of Jak3 inhibitors in cells from Il2rγ-/- mice compared to Il2rγ-/-/cd69-/- mice. Jak3 225 
inhibition decreased STAT-5 phosphorylation in Il2rγ-/- iTreg cells to the levels of Il2rγ-/-226 
/cd69-/- Tregs (Fig. 6C). Interestingly, the differentiation of CD25+ iTreg cells is completely 227 
abolished in both, Il2rγ-/-/cd69-/- iTregs and Il2rγ-/- iTreg plus Jak3 inhibitors (Fig. 6D). 228 
These data indicate that, in the absence of IL-2Rγ/Foxp3 pathway, CD69-induced Jak3-229 
STAT5 activation is pivotal for the development of CD25+ iTreg cells. 230 
It has been proposed that miR-155 could regulate different cell type functions depending on 231 
the biological context, and miR-155 mediated SOCS-1 repression regulates the competitive 232 
fitness of Treg cells (19). We analyzed the expression of mir-155, socs-1, T-bet and Eomes 233 
in order to investigate if other miR-155 target genes are affected in iTregs differentiation in 234 
the absence of Jak3-STAT5 signaling pathway activation through CD69. We observed 235 
diminished expression of miR-155 in cd69-/- compared to cd69+/+ iTreg cells (Fig. S8A), as 236 
in ex-vivo CD69- Thymus-derived Tregs (Fig. 4D and G). However, Jak3 inhibition does 237 
not contribute to miR-155 inhibition (Fig. S8A), suggesting that other signaling pathways 238 
could contribute to miR-155 regulation in iTregs. Moreover, socs-1 expression is strongly 239 
induced in cd69-/- iTreg cells compared to cd69+/+ iTregs (Fig. S8B), but not other miR-155 240 
target genes as T-bet and Eomes (Fig. S8C). Interestingly, Jak3 inhibits the expression of 241 
socs-1, T-bet and Eomes in the absence of CD69 (Fig. S8B and C), supporting the 242 
hypothesis that other CD69-dependent mechanisms could be involved in the regulation of 243 
those target genes. Altogether, these data suggest that CD69 controls socs-1 expression and 244 
Tregs differentiation through miR-155 regulation, although other molecules could be 245 














Expression levels of miR-155 and CD69 are co-regulated in a positive feedback loop 248 
CD69 and BIC/miR-155 promoter sequences have two putative STAT5 binding elements 249 
upstream of the TATA box and AP-1 element (20) (Fig. S9). Moreover, the transcription 250 
factor AP-1, highly induced after TCR stimulation, regulates the activation of both 251 
promoters (20, 21), suggesting that both promoters might be concomitantly activated, in a 252 
positive feedback loop, by the same TCR/CD3 triggered pathway (Fig. S9). To test this 253 
hypothesis, we next investigated whether CD69 downstream signaling regulates miR-155 254 
expression in tTregs. Sorted Foxp3+ tTregs from Foxp3-mRFP/cd69+/+ mice, expressing 255 
CD69 in steady state, were incubated with anti-CD69 antibody (2.2), which downregulates 256 
CD69 membrane expression and dampens its signaling (22) (Fig. 7A). As described above, 257 
we observed strong CD69 dampening on the membrane compared with cells incubated with 258 
control mouse IgG1 mAb (2.8) (Fig. 7A). qPCR analysis revealed decreased miR-155 259 
expression in 2.2-treated CD69+ tTregs (Fig. 7B), to levels comparable to CD69- or cd69-/- 260 
tTregs (Fig. 7B and Fig. 4D and H). Moreover, CD69 blockade with 2.2 Abs impairs 261 
STAT5 phosphorylation (Fig. 7C) and prevents SOCS1 inhibition (Fig. 7D), meaning that 262 
CD69 expression is necessary for miR-155-dependent inhibition of SOCS1 and bona fide 263 
formation of tTregs. 264 
To verify whether these findings could be extended to human cells, activated CD4+CD25+ 265 
PBLs were infected with lentiviruses (LV) carrying different shCD69 sequences (shCD69-1 266 
to -3). Endogenous levels of membrane CD69 and hsa-miR-155 were analyzed by FACS 267 
and qPCR, respectively (Fig. 8A and B). LV infection of PBLs with three shCD69 268 
sequences fully inhibited CD69 expression compared to Mock LV infection (Fig. 8A), 269 
inducing loss of hsa-miR-155 transcription (Fig. 8B). Our data indicate that human CD69 270 
and hsa-miR-155 are regulated together as in mouse cells. In parallel, we induced the 271 
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expression of CD69 in vitro (Fig. 8C) to corroborate that the STAT5 pathway and hsa-miR-272 
155 are activated together with the receptor, whereas SOCS1 is inhibited (Fig. 8D).  273 
To test this mechanism functionally, we performed loss and gain of function assays by 274 
transfecting human Tregs with anti-hsa-miR-155 or hsa-pre-miR-155. First, we transfected 275 
control and anti-CD3 (OKT3)-stimulated CD4+CD25+ human PBLs with anti-hsa-miR-276 
155-5p or scrambled anti-miRNA (Fig. 8E). CD69 expression in activated PBLs drops 277 
dramatically after inhibition of hsa-miR-155 (Fig. 8F). Moreover, STAT5 activation was 278 
reduced and, in agreement, socs1 gene expression was enhanced, indicating that miR-155 279 
blockade regulates CD69 signaling pathway. By contrast, overexpression of hsa-miR-155 280 
in CD69- Tregs (Fig. 8G) revealed a significant increase in the expression of CD69, STAT5 281 
activation and socs1 inhibition (Fig. 8H). Thus, the reciprocal modulation of the C-type 282 
lectin and miR-155 in a positive feedback loop could be pivotal to maintain tTregs fitness 283 
and pTregs homeostasis. 284 
 285 
  286 
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In this study we have shown that the C-type lectin CD69 plays a key role in the 288 
development and homeostasis of Tregs. Using a combined genetic model of Foxp3-reporter 289 
and cd69-knockout mice and genetic inhibition approaches, we unequivocally demonstrate 290 
that the activation of CD69 pathway promotes STAT5 phosphorylation, BIC/miR-155 291 
expression and SOCS-1 inhibition. The role of CD69 as a negative regulator of the immune 292 
system has remained a controversial issue during the last years (23). However, very recent 293 
studies by independent groups, show that CD69 plays a crucial role in the suppressor 294 
function of mice and human Tregs, as well as in the generation of in vitro-induced Treg 295 
cells (12, 16, 24-26). Nevertheless, the specific role of the C-type lectin in the development 296 
of Tregs in the thymus remains elusive.  297 
A major issue that has limited this study has been the key role of CD69 in the egress of 298 
lymphocytes from lymphoid organs and in particular from the thymus to periphery (13, 14, 299 
27-29). Although thymic positive and negative T-cell selection processes are unaffected by 300 
CD69 deficiency (30), CD69 controls the egress of mature T cells into the periphery via 301 
cortico-medullary blood vessels, through the negative regulation of S1P1 receptors (27, 28), 302 
making it not an easy task to study its role in the development of Tregs in the thymus. With 303 
the help of Foxp3-reporter mice, we have performed the study of tTregs differentiation in 304 
FTOC and in mixed chimeric mice to avoid the effects derived from the different migratory 305 
potential of CD69+ and CD69- cells. We demonstrate that the expression of the C-type 306 
lectin CD69 is pivotal for tTregs development as they are virtually absent in FTOC cultures 307 
from cd69-/- or anti-CD69-treated embryonic thymuses, or in mixed bone marrow chimeras 308 
from cd69-/- precursors. In both systems, total numbers of cells within the thymus do not 309 
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change, whereas tTregs proportions originated from CD69- precursors are consistently 310 
diminished, demonstrating unequivocally that this effect is not due to a different migratory 311 
behavior.  312 
We have found that Foxp3+pTregs are also diminished after analysis of spleen and lymph 313 
nodes from adult Foxp3-mRFP/cd69-/- reporter compared to cd69+/+ and cd69+/- littermates. 314 
In addition, CD69-deficient pTregs have defective suppressive function (12). Thus, defects 315 
observed in CD69 deficient precursors affect both, tTreg development and pTreg 316 
homeostasis, strongly indicating that CD69 proficient precursors give rise to the CD69+ 317 
functionally active pTreg subset. In this regard, two different genetic approaches in mice 318 
and a recent study in humans indicate that CD69 expression in pTregs is required to 319 
maintain immunological tolerance. CD69-deficiency in mice compromises T-cell induced 320 
colitis and the establishment of oral tolerance after antigen challenge in vivo (24), and 321 
CD69+ pTregs are essential for the prevention of asthmatic reactions to harmless antigens 322 
(12). Furthermore, a subset of CD69+ Tregs in the blood of healthy human donors seems to 323 
have a relevant immune-regulatory role (25). 324 
The C-type lectin CD69 interacts with Jak3/STAT5 proteins independently of the IL-2 325 
pathway, thus inhibiting Th17 responses (31) and controlling the suppressor potential of 326 
pTregs (12). STAT5 phosphorylation stimulates foxp3 promoter, inducing tTreg 327 
development (4), and Foxp3 binds to an intron within the promoter region of the miR-155 328 
host gene bic in Tregs (32). Mirn155-/- and bic-/- mice both have below normal Foxp3+ Treg 329 
numbers in thymus and secondary lymphoid organs, indicating an essential role for miR-330 
155 in the development of Foxp3+ Tregs (5, 6). We have explored if this pathway could be 331 
the responsible for the defects observed in Treg development in cd69-deficient mice, 332 
finding a strong inhibition of STAT5 phosphorylation in freshly isolated Foxp3-mRFP+-333 
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CD69- compared to -CD69+ tTregs. Moreover, bic/miR155 transcriptional levels are 334 
reduced in Foxp3-mRFP+-CD69- Tregs and consequently, its target SOCS-1 is up-regulated 335 
both at mRNA and protein levels. In a mouse model of SOCS-1 overexpression, negative 336 
regulation of STAT5 signaling reduces the proportion of Foxp3+ thymocytes to levels 337 
similar to those seen in mirn155-/- mice (6). MiR-155 inhibits SOCS1 expression, 338 
enhancing Foxp3+ tTreg development (6). Our data demonstrate that CD69 expression 339 
enhanced BIC/miR-155 transcription, inhibits SOCS-1 and therefore maintains Tregs 340 
differentiation and fitness of Tregs. However, IL-2R signaling also activates Jak/STAT5 341 
pathway in Tregs, specifically Foxp3 expression is dependent on IL-2Rγc signaling as 342 
Il2rγ-/- mice have no detectable Foxp3+ cells, although a small proportion of CD25+ Tregs 343 
are still detectable in these mice (18). Our study shows that the differentiation of CD25+ 344 
iTreg cells is inhibited in Il2rγ-/- cultures plus Jak3 inhibitors or Il2rγ-/-/cd69-/- mice, 345 
indicating that Jak3-STAT5 signaling pathway activation through CD69 is essential for the 346 
development of Tregs. 347 
CD69 does not appear as a miR-155 target in the PicTar, Targetscan or miRanda miRNA 348 
target prediction databases, and there are no miR-155 target sequences in the CD69 349 
3´untranslated region (UTR) (33). However, several studies have shown a correlation 350 
between Dicer, a member of the RNAseIII complex that processes pre-miRNAs into mature 351 
miRNAs, miR-155 regulation, and CD69 expression. Tregs from MRL/lpr mice are Dicer 352 
insufficient, and yet overexpress miR-155 and show increased CD69 expression (9), 353 
suggesting that there are Dicer-alternative mechanisms for miRNA regulation. In another 354 
study, Dicer-/- TCs showed increased CD69 expression after TCR stimulation and, 355 
consequently, defective egress from lymphoid organs (10). As we described for CD69 356 
 o
n










above, Dicer plays a key role in tTreg differentiation (7) and Treg function (8). In this 357 
regard, CD69 is expressed in lymphocytes early after TCR/CD3 stimulation (34) and its 358 
cytoplasmic tail interacts with Jak3/STAT5 molecules (35), triggering this pathway in 359 
pTregs (12) and tTregs and therefore inhibiting SOCS-1 transcription and protein 360 
expression. Similarly, TCR-induced IL-2 signaling triggers STAT5 signaling and enhances 361 
Foxp3-dependent miR-155 expression, limiting SOCS-1 expression and promoting Treg 362 
homeostasis (6). Recent data shows that microRNAs could regulate different cell type 363 
functions modulating different target genes, depending on the biological context (19). We 364 
analyzed the expression of miR-155 and SOCS1 in the absence of Jak3-STAT5 signaling 365 
pathway activation through CD69 in the differentiation of iTreg cells. miR-155 expression 366 
is inhibited and SOCS-1 is up-regulated in cd69-/- compared to cd69+/+ iTreg cells, however 367 
Jak3 inhibition does not contribute to miR-155 dampening suggesting that other 368 
microRNAs and/or target genes could be involved. Interestingly, the STAT5 binding 369 
elements of the BIC/miR-155 and CD69 promoter sequences are similar, with each 370 
containing two putative STAT binding elements upstream of the TATA box and AP-1 371 
element (20). Moreover, the transcription factor AP-1, highly induced after TCR 372 
stimulation, regulates the activation of both promoters (20, 21). This suggests that both 373 
promoters might be concomitantly activated, in a positive feedback loop, by the same 374 
TCR/CD3 triggered pathway. 375 
Our present study shows that Foxp3-RFP/cd69-/- reporter mice have dramatically reduced 376 
tTreg cell population in adult thymus. Moreover, tTregs are unable to develop properly in 377 
FTOC cultures from cd69-/- or anti-CD69-treated embryonic thymuses, or in mixed bone 378 
marrow chimeras from cd69-/- precursors. The in vitro data confirm that phosphorylation of 379 
STAT5 is abrogated in CD69-deficient tTregs and results in inhibition of the BIC/miR-155 380 
 o
n










pathway, increased SOCS-1 expression and impaired tTreg development. Our previous 381 
studies show that the suppressor function of Tregs is compromised in cd69-deficient mice 382 
(12), indicating that CD69 is a key molecule in the development of Foxp3+CD69+ Tregs in 383 
the thymus that will give rise to the functionally active subset of Tregs in the periphery.  384 
Therefore, we postulated the C-type lectin CD69 as a pivotal molecule for the maintenance 385 
















Material and Methods 390 
 391 
Mice. cd69–/– mice were generated in the 129/Sv background as described (31), and 392 
backcrossed onto C57BL/6 for at least 12 generations. C57BL/6.Ly5.1 mice (CD45.1+) 393 
were purchased from The Jackson Laboratory (B6.SJL-Ptprca Pepcb/BoyJ: 002014). Rag2-/-394 
γc-/- (Rag2/Il2rg) mice were provided by the Dr. ML. Toribio´s laboratory (Centro de 395 
Biología Molecular, CSIC, Spain) and were intercrossed with C57BL/6 mice to generate 396 
the Il2rγ-/- mice that were subsequently intercrossed with cd69-/- mice, to generate the Il2rγ-397 
/-/cd69-/- mice. FoxP3-mRFP reporter mice (FIR mice, C57BL/6 background) were 398 
generated and provided by the Flavell laboratory (Yale University School of Medicine, 399 
New Haven, CT) (36), and were intercrossed with the cd69-/- mice to generate the Foxp3-400 
mRFP/cd69+/+ wild-type, Foxp3-mRFP/cd69+/- heterozygous, and Foxp3-mRFP/cd69-/- 401 
CD69-deficient littermates. Animals were housed and used in specific pathogen-free (SPF) 402 
conditions at the CNIC animal facility. mirn155-/- mice were provided by Dr. R. Nakagawa 403 
(The Francis Crick Institute, London). All animal procedures were approved by the ethics 404 
committee of the Comunidad Autónoma de Madrid and conducted in accordance with the 405 
institutional guidelines that comply with the European Institutes of Health´s; Directive 406 
2010/63/EU of the European Parliament and the Council on the Protection of Animals 407 
Used for Scientific Purposes (Official Journal of the European Union. Vol. 53:33-79, 408 
2010). 409 
 410 
Intracellular staining and FACS. Single-cell suspensions were obtained from adult or 411 
fetal thymuses and incubated in FACS buffer (PBS 0.5% BSA, 1μM EDTA, 0.1% NaN3) 412 
with fluorochrome-conjugated mouse-specific antibodies against CD4, CD8, CD69, 413 
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CD45.1 and CD45.2. All antibodies were purchased from BD Biosciences. For Foxp3 414 
intracellular staining, we used the Foxp3 staining kit (eBioscience). CD69+- and CD69--415 
Foxp3-mRFP+ tTreg cells were sorted from Foxp3-mRFP/cd69+/+ thymus using a 416 
FACSAria III (BD). For intracellular STAT5 staining, sorted tTregs were fixed with 0.2% 417 
paraformaldehyde and permeabilized with 90% methanol, and cells were incubated with 418 
anti-Phospho-Stat5 (Tyr694) (Cell Signaling), Alexa Fluor 647 IgG1 Isotype Control and 419 
Alexa Fluor 647 anti-phospho-STAT5 (pY694) (Beckton Dickinson). Human PBLs were 420 
obtained after Ficoll separation from buffy coats and maintained in RPMI medium 421 
supplemented with 10% FCS, 20 mM HEPES, L-glutamine, antibiotics, non-essential 422 
aminoacids, sodium pyruvate and -mercaptoethanol. Treated PBLs were incubated with 423 
fluorochrome-conjugated human-specific antibodies against CD4, CD25 and CD69 (BD 424 
Biosciences) and Foxp3 (Miltenyi Biotec). Cells were analyzed in an LSRFortessaTM flow 425 
cytometer (BD) equipped with four lasers (405, 488, 561 and 640 nm), and the data were 426 
processed with FlowJo v10.0.4 (Tree Star). 427 
 428 
Fetal Thymus Organ Culture. Uteri were removed female mice at the indicated 429 
gestational time points and the embryos were placed in a Petri dish with fresh cold PBS for 430 
extraction of thymuses. To place the fetal thymus lobes in culture, we placed 0.8 μm 431 
nitrocellulose membrane filters (Millipore) on top of 12-7 mm Gelfoam sponges embedded 432 
in pre-warmed IMDM medium (supplemented with 10% FCS, L-glutamine, antibiotics, and 433 
β-mercaptoethanol). FTOCs were maintained for 4 to 14 days with medium replaced every 434 
3 days. Anti-CD69 monoclonal antibody (2.2) or the isotype control antibody (2.8) was 435 
added (50μg/ml) to the culture medium as indicated and replaced every 3 days. At the end 436 
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of the culture period, single-cell suspensions were prepared from the lobes, and cells were 437 
counted and analyzed by FACS.  438 
 439 
Western blotting. Lysates of sorted CD69+- and CD69--Foxp3-mRFP+ tTreg cells were 440 
prepared in PD buffer (40mM Tris HCl pH 8.0, 0.5M NaCl, 6 mM EDTA, 6 mM EGTA, 441 
0.1% NP40) containing protease inhibitor cocktail (Complete Mini, Roche). Proteins (20 442 
μg) were size-separated on 12% SDS-polyacrylamide gels and transferred onto Trans-Blot 443 
nitrocellulose membranes (BioRad). Primary antibodies for immunoblot were as follows: 444 
anti-β-actin, anti-SOCS-1 and anti-STAT5 (Santa Cruz); anti-phospho-STAT5 (Cell 445 
signaling). Quantitative assessment of protein expression was performed with the Odyssey 446 
scanner and analyzed with Image Studio Lite v4.0 western blot analysis software (LI-447 
COR). 448 
 449 
In vitro differentiation of Tregs. Inducible Tregs were differentiated from Foxp3-450 
mRFP/cd69+/+, Foxp3-mRFP/cd69-/-, Il2rγ-/-/cd69-/- and Il2rγ-/- mice. Naïve CD4 T cells 451 
from these mice were isolated and co-cultured 72h with irradiated antigen presenting cells 452 
in the presence of plate bound anti-CD3 (2μg/ml) and soluble anti-CD28 (2μg/ml) plus 453 
recombinant TGF-β1(10ng/ml) and IL-2 (2ng/ml). The last 9 hours the cells were incubated 454 
with or without JAK 3 inhibitor I (CAS 202475-60-3 – Calbiochem) (10μg/ml). For 455 
experiments with inhibitor antibodies, after differentiation Treg cells were cultured 4h with 456 














RNA extraction and gene expression analysis. RNA and microRNA were extracted from 459 
2- to -6x104 sorted mouse tTregs or 106 human PBLs with the miRNeasy mini kit (Qiagen), 460 
followed by DNAse treatment with the Turbo DNAse-free kit (Ambion). For analysis of 461 
SOCS-1, Foxp3 and BIC transcripts, reverse transcription was performed using the High 462 
Capacity cDNA reverse transcription kit (Applied Biosystems). SOCS-1 and Foxp3 gene 463 
expression was analyzed by real-time PCR using SYBR green PCR mix (Applied 464 
Biosystems). Mouse and human Gapdh genes were used as the endogenous control. The 465 
following primers were used to amplified murine genes: Socs-1, (F) 5´-466 
CTGCGGTTCTATTGGGGAC-3´, (R) 5´-AAAAGGCAGTCGAAGGTCTCG-3´; Foxp3, 467 
(F) 5´-CACCCAGGAAAGACAG CAACC-3´, (R) 5´-GCAAGAGCTCTTGTCCATTGA-468 
3´; cd69, (F) 5´-CCCTTGGGCTGTGTTAATAGTG-3´, (R) 5´-469 
AACTTCTCGTACAAGCCTGGG-3´ and Gapdh, (F) 5´-TGAAGCAGGCATCTGAGGG-470 
3´, (R) 5´-CGAAGGTGGAAGAGTGGGAG-3´. The following primers were used to 471 
amplified human genes: socs-1, (F) 5´-TTTTCGCCCTTAGCGTGAAGA-3´, (R) 5´-472 
GAGGCAGTCGAAGCTCTCG-3´, and gapdh (F) 5´-AATGGACTGGTCGTGGAG-3´,  473 
(R) 5´-CCCTCCAGGGGATCGTTTG-3´. BIC gene expression was analyzed by real-time 474 
PCR using TaqMan Universal PCR Master mix and specific TaqMan probe and primers for 475 
bic (assays ID Mm01716204-m1 and ID Hs01374570-m1) (Applied Biosystems). 476 
Expression of microRNA was analyzed using TaqMan MicroRNA Reverse Transcription 477 
Kit, individual TaqMan MicroRNA Assays for mmu-miR-155-5p (Ref. 002571) and hsa-478 
miR-155-5p (Ref. 002287) and TaqMan Universal PCR Master mix (Applied Biosystems). 479 
sno135 snRNA (Ref. 001230) was used as the endogenous control. Real-time Quantitative 480 
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PCR analysis was performed with an ABI Prism 7900HT 384 thermal cycler (Applied 481 
Biosystems). Relative gene expression was determined using the 2-ΔΔCT method.  482 
 483 
Chimeric mice. Eight-twelve-week-old Rag2-/- γc-/- recipient mice were irradiated with one 484 
split dose of 6.5 Gy γ-radiation, whereas C57BL/6 recipients were irradiated with two split 485 
6.5 Gy doses. The mice were i.v. injected with bone marrow cells from Foxp3-486 
mRFP/cd69+/+ or Foxp3-mRFP/cd69-/- littermates. In mixed chimeras, irradiated Rag2-/- γc-487 
/- recipients were transplanted with a mixture of CD45.1 cd69+/+ or CD45.2 cd69-/- bone 488 
marrow precursors from non-reporter or reporter Foxp3-mRFP+, at a ratio of 1:1. After at 489 
least 10 weeks, the contribution of the different donor bone marrow precursors to the tTreg 490 
subset was determined by FACS. 491 
 492 
Transient transfection. PBLs (106) cells were transiently transfected for 4 hours with 50 493 
pM of anti-miR-155 (AM12601 Ambion) by Lipotransfectin (Niborlab) according to the 494 
manufacturer´s instructions. As a negative control, random anti-miR sequence control 495 
(AM1701 negative control #1 Ambion) was included in the assay. Transfected cells were 496 
stimulated with plate-bound anti-CD3 antibody (OKT3; 3 ug/mL) for 24 hours. When 497 
indicated, PBLs (0.5x106) cells were transfected for 7h with 50 pM of Pre-miR-hsa- miR-498 
155 or Pre-miR negative control (Ambion) by Lipofectamine RNA iMAX (Invitrogen). 499 
Transfected cells were stimulated with PMA during 4 h with 50ng/ml phorbol myristate 500 
acetate (PMA) and 750ng/ml ionomycin (P+I). After stimulation, the levels of CD69 and 501 
phospho-Stat5 were monitored by flow cytometry and transcriptional levels of hsa-miR-502 
155 and socs1 were monitored by qPCR. 503 
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Plasmids. The pLKO lentiviral plasmids containing shCD69 sequences were from Sigma 505 
Aldrich (TRCN0000057693; TRCN0000057694; TRCN0000057695) and the pLKO 506 
lentiviral control plasmid is a pLKO empty vector from Sigma Aldrich (Ref. SHC001). The 507 
shCD69 sequences used were as follows: SHCD69-1 (5´-3´): 508 
CCGGGCATGGAATGTGAGAAGAATTCTCGAGAATTCTTCTCACATTCCATGCTT509 
TTTG; SHCD69-2 (5´-3´): 510 
CCGGAGGCCAATACACATTCTCAATCTCGAGATTGAGAATGTGTATTGGCCTTT511 




LV production, titration, and infection. HEK-293 cells were cultured in DMEM 516 
containing 10% FBS (Sigma Aldrich) and L-glutamine plus antibiotics. HEK-293 were 517 
transiently transfected by the calcium phosphate method with 3 HIV-derived plasmids and 518 
the VSV pseudotyped LV system (provided by F. Sánchez-Madrid, Hospital de la Princesa, 519 
Spain) to obtain LV expressing the shCD69 sequences. The supernatant containing LV 520 
particles was collected 48 hours after removal of the calcium phosphate precipitate and 521 
ultracentrifugated for 2 hours (Optima L-100 XP Ultracentrifuge Beckman). LVs were 522 
collected by adding cold PBS and were titrated by qPCR. PBLs isolated from healthy 523 
donors were infected with LV particles (MOI=10) for 5 hours. Subsequently, virus-524 
containing medium was replaced with fresh complete RPMI medium supplemented with 525 
10% FBS. After 12 hours, infected cells were selected with puromycin for 48 hours. 526 
Selected cells were stimulated with plate-bound anti-CD3 antibody (OKT3; 3 μg/mL) for 527 
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24 hours. After stimulation, the levels of CD69 were monitored by flow cytometry and 528 
levels of miRNA 155 were monitored by Taqman qPCR. 529 
 530 
Statistical analysis. Experiments were performed according to a randomized complete 531 
block design (treatments and different time points have been taken into account) or a fully 532 
randomized design. To determine significant differences, P values were calculated by 533 
Student’s t test as appropriate, and differences were considered significant values at 534 
P<0.05. Means of more than two experimental groups were compared by 1-way ANOVA. 535 
To account for multiple comparisons, the Tukey was used to compared selected pairs of 536 
means, and the Bo; ;nferroni post-test was used to compare all pairs of means. All statistical 537 
analyses were carried out with Prism v5 (GraphPad Software). Each experiment was 538 
repeated at least three times, unless otherwise indicated in the figure legends. 539 
 540 
 541 
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Figure legends  685 
 686 
Figure 1. CD69 expression is required for thymus-derived Treg cell homeostasis in 687 
adult mice. (A) Density plots show CD69 expression in CD4+CD8-Foxp3+ gated 688 
thymocytes from 8-12-week-old Foxp3-mRFP/cd69+/+ (wild type), Foxp3-mRFP/cd69+/- 689 
(heterozygous), and Foxp3-mRFP/cd69-/- (deficient) reporter littermates. Numbers indicate 690 
the proportions (%) of gated cells. (B) The bar chart shows the percentage (± S.D.) of 691 
CD69+ (black) and CD69- (white) tTregs within the thymus of the indicated reporter mice. 692 
(C) Flow cytometry analysis of thymocyte subsets in 8-10-week-old reporter littermates. 693 
The percentages of thymus-derived T cell subsets are shown. (D) Cellularity of the thymus 694 
(left) and total number of CD4 SP cells (right) in reporter littermates. (E) Analysis of 695 
endogenous Foxp3 expression in tTregs in the thymuses of reporter littermates. (F) 696 
Percentages (left) and total cell number (right) of gated CD4+CD8-Foxp3+ tTregs in adult 697 
reporter littermates. Data are from at least 7 litters with 3 to 12 littermates each. A total of 698 
16 Foxp3-mRFP/cd69+/+ (wild type), 11 Foxp3-mRFP/cd69+/- (heterozygous), and 12 699 
Foxp3-mRFP/cd69-/- (deficient) mice were analyzed. Error bars show S.D. Data were 700 
evaluated by ANOVA followed by Bonferroni’s multiple comparison test: * P < 0.05, ** P 701 
< 0.01, *** P < 0.001.  702 
 703 
Figure 2. tTregs differentiation in fetal thymus organ culture requires CD69 704 
expression. (A) Representative density plots of 5 days FTOC from Cd69+/+ and Cd69-/- 705 
embryo in the C57BL/6 background. Embryonic thymuses were removed from 15 to 17 706 
days old embryos and the percentages of tTregs development in the lobes were analysed by 707 
FACS. (B) Cellularity of foetal thymus lobes (left) and total cell number of CD4+Foxp3+ 708 
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(right) from Cd69+/+ and Cd69-/- embryos. (C) FTOCs from wild type 17 days old embryos 709 
(E17) were maintained up to 14 days in culture in the presence of anti-CD69 monoclonal 710 
antibody (2.2) or the isotype control antibody (2.8). Density plots shows the percentage of 711 
tTregs on days 4, 11 and 14 after culture. (D) Cellularity of foetal thymus lobes (left) and 712 
total number of CD4+Foxp3+ cells (right) en each condition. A total of 31 and 36 embryos 713 
from five Cd69+/+ and four Cd69-/- females respectively, were analysed. The 2 lobes from 714 
each fetal thymus were analysed separately. Error bars show S.D. Values are calculated 715 
relative to data for Cd69+/+ control lobes from four independent FTOC assays. * P < 0.05, 716 
** P < 0.01, *** P < 0.001 (Student’s t-test).  717 
 718 
Figure 3. CD69+ hematopoietic stem cells are more prone to develop tTregs after 719 
reconstitution. (A) Eight to twelve-week-old C57BL/6 (A) or Rag2-/- γc-/- (B) recipient 720 
mice received two or one split doses of 6,5 Gy γ-radiation respectively and were i.v. 721 
injected with bone marrow cells from Foxp3-mRFP/cd69+/+ or Foxp3-mRFP/cd69-/- 722 
littermates. (C) In mixed chimeras, irradiated Rag2-/-γc-/- recipients were transplanted with a 723 
mixture of CD45.1-Foxp3-mRFP/cd69+/+ or CD45.2-Foxp3-mRFP/cd69-/- bone marrow 724 
precursors at a ratio of 1:1. After at least 10 wks (D), the contribution of the different donor 725 
bone marrow precursors to tTreg cells development and CD69 expression in tTregs were 726 
determined by FACS (A-D). (E) Percentages of gated CD4+ SP cells and CD4+CD8-Foxp3+ 727 
tTregs within CD45.1 or CD45.2 donors in the thymus. All data are representative of at 728 
least 3 independent experiments with at least 3 recipient mice per group or 6 recipient mice 729 
for mixed chimeras. Error bars show S.D. * P < 0.05, ** P < 0.01, *** P < 0.001 (Student’s 730 
t-test).  731 
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Figure 4. Expression of miR-155 and target proteins in CD69+ deficient and proficient 733 
Treg cells.  734 
(A) Left, representative histogram showing the levels of STAT5 phosphorylation analyzed 735 
by FACS in CD69+ or CD69- sorted tTregs cells. Right, the levels of STAT5 736 
phosphorylation shown as the fold difference compared with isotype control-treated cells. 737 
Lines link measurements of CD69+ and CD69- tTregs from the same mouse. (B) 738 
Representative WB showing the levels of STAT5 phosphorylation in tTregs sorted as in A. 739 
Phosphorylation levels are normalized to STAT5 and β−actin total protein levels. q-PCR 740 
analysis of the relative expression of Foxp3 (C), BIC promoter, mmu-miR-155 (D) and 741 
socs-1 (E) in CD69+ and CD69- tTregs. Expression was normalized to the levels in CD69+ 742 
tTregs. (F) Representative WB of SOCS1 protein expression in CD69+ and CD69- 743 
Foxp3mRFP+ sorted tTreg cells. SOCS1 levels are normalized to mean β−actin levels from 744 
of at least 4 independent sortings. (G) Left, representative histogram showing the levels of 745 
STAT5 phosphorylation in sorted tTregs cells from cd69+/+, cd69+/- and cd69-/- Foxp3-746 
reporter mice. Right, quantification of STAT5 phosphorylation levels shown as Geometric 747 
mean fluorescence intensity. (H) mmumiR-155 and socs1 transcriptional levels analyzed by 748 
qPCR in tTregs cells from cd69+/+, cd69+/- and cd69-/- Foxp3-reporter mice. All data are 749 
derived from at least 5 independent sortings/experiments (3 animals per sorting). Data were 750 
analyzed by t-test (A-E) except for WB analyses, for which representative gels are shown. 751 
Error bars show S.D. ** P < 0.01, *** P < 0.001 (Student’s t-test). (G-H) Data were 752 
analyzed by ANOVA followed by Bonferroni’s multiple comparison test: * P < 0.05, ** P 753 
< 0.01, *** P < 0.001.  754 
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Figure 5. CD69+ Treg development was impaired in the thymus and spleen of 756 
mirn155-/- mice 757 
Density plots show CD4+CD8-Foxp3+ tTregs and CD69 expression in gated CD4+CD8-758 
Foxp3+ gated thymocytes (A) or splenocytes (C), from wild type (WT) or mirn155-/- mice. 759 
Numbers indicate the proportions (%) of gated cells. The bar chart shows total cell number 760 
(upper) of gated CD4+CD8-Foxp3+ tTregs and the percentage (± S.D.) of CD69+ (black) 761 
and CD69- (white) tTregs (lower) within the thymus from WT or mirn155-/- mice. (B) cd69 762 
relative expression in thymocytes from WT or mirn155-/- mice analysed by qPCR. All data 763 
are derived from 5 mice WT and 3 mirn155-/-. Data were analyzed by t-Test. Error bars 764 
show S.D. * P < 0.05 (Student’s t-test). 765 
 766 
Figure 6. CD69 expression rescues iTreg differentiation in the absence of IL-767 
2Rγc/Foxp3 signaling pathway. (A) Naïve CD4+ T cells from Foxp3-mRFP/cd69+/+ or 768 
Foxp3-mRFP/cd69-/- littermates were cultured for 72 hours under Treg-skewed conditions 769 
and treated with a chemical Jak3 inhibitor or an equal concentration of DMSO for the last 9 770 
hours. The percentages of Phospho-STAT5+ cells and the levels of STAT5 phosphorylation 771 
analyzed by FACS and compared to and isotype Ab are shown. (B) Quantification of 772 
reporter Foxp3-mRFP+ cells treated as in A. (C) Naïve CD4+ T cells from Il2rγ-/-/cd69-/- 773 
and Il2rγ-/- mice were cultured as in A and the percentages of Phospho-STAT5+ cells and 774 
the levels of STAT5 phosphorylation were analyzed by FACS. (D) Quantification of 775 
CD25+ Treg cells were analyzed by FACS. Data are from two independent experiment (n=3 776 
 o
n










from each genotype). Error bars show S.D. Data were evaluated by ANOVA followed by 777 
Bonferroni’s multiple comparison test: * P < 0.05, ** P < 0.01, *** P < 0.001. 778 
 779 
Figure 7. CD69 downstream signaling regulates miR-155, STAT5 and socs1 780 
expression in Tregs. (A) Left, representative plots of CD69 expression in sorted mouse 781 
Foxp3-mRFP/cd69+/+ tTregs cells treated with anti-CD69 2.2 or 2.8 isotype control. Right, 782 
CD69 expression after Ab treatment analyzed by FACS. Bars correspond to the mean ± 783 
S.D. of one representative experiment of four. (B) qPCR analysis of mmu-miR-155 784 
expression in sorted CD69+ or CD69- Foxp3-mRFP+ tTregs after Ab treatment. Results are 785 
normalized by snoRNA135 expression and the expression was relative to 2.8-treated 786 
CD69+ cells. (C) Left, representative histogram showing the levels of STAT5 787 
phosphorylation in iTreg cells from cd69+/+ or cd69-/- reporter mice treated with anti-CD69 788 
2.2 or 2.8 isotype control. Right, quantification of STAT5 phosphorylation levels shown as 789 
Geometric mean fluorescence intensity. (D) socs1 transcriptional levels were analyzed by 790 
qPCR. Data from A-B are derived from 3 independent sortings/experiments (3 animals per 791 
sorting) and iTregs differentiated from at least 4 mice per group (C-D). Data was analyzed 792 
by 1-way ANOVA and Bonferroni’s post-test (B). CD69 expression after Ab treatment was 793 
analyzed by t test (A). * P < 0.05, ** P < 0.01, *** P < 0.001 (Student’s t-test).  794 
 795 
Figure 8. Co-regulation of CD69 and miR-155 expression in human Tregs. (A) Left, 796 
Representative histograms of CD69 expression after LV infection with 3 different shCD69 797 
sequences (1-3) or a sh control sequence, stimulated or not with human anti-CD3 Abs 798 
(OKT3 clone). Right, CD69 fold induction relative to non-stimulated cells. (B) q-PCR 799 
analysis of hsa-miR-155 expression in human CD4+ T cells after LV infection. (C) Human 800 
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PBLs were stimulated or not with PMA/Iono for 4 hours and the percentage of CD69+ cells 801 
and phospho-Stat5 (D) were analyzed by FACS. (D) hsa-miR-155 and human socs1 gene 802 
expression were analyzed by qPCR. (E) Human PBLs were transfected with anti-hsa-miR-803 
155-5p or anti-miRNA Scramble and hsa-miR-155 expression was analyzed by qPCR. (F) 804 
Representative histograms and quantification of CD69 expression, STAT5 phosphorylation 805 
and human socs-1 transcription in CD4+ PBLs treated as in (E). (G) Human PBLs were 806 
transfected with hsa-pre-miR-155-5p or pre-miRNA-control and hsa-miR-155 expression 807 
was analyzed by qPCR. (H) CD69 expression, STAT5 phosphorylation and human socs-1 808 
transcription in CD4+ PBLs treated as in (G). Results from miRNA qPCRs are normalized 809 
to snoRNA135 expression. All data are mean ± S.D. of at least 3 independent donors from 810 
a total of ten donors. Data was analyzed by 1-way ANOVA and Bonferroni’s post-test or 811 
by t-test. * P < 0.05, ** P < 0.01, *** P < 0.001. 812 
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